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Resumo Geral

O leite, por ser um alimento nutritivo e completo, € altamente consumido em todo
o mundo, tanto na sua ingestao direta como através de seus derivados. Muitas
acOes sdo colocadas em pratica para garantir sua qualidade, desde cuidados com
a saude dos animais leiteiros até a utilizagdo de tratamentos para garantir uma
maior vida de prateleira dos produtos lacteos. O ozénio por estar sendo estudado,
atualmente, na industria de alimentos, e, por ser um produto utilizado nas formas
liquida e gasosa foi 0 sanitizante utilizado para a efetivacao dos experimentos. O
presente estudo buscou avaliar a eficiéncia da aplicacdo do o0zbnio na industria de
laticinios, analisando suas caracteristicas frente a: desinfecgédo da pele do teto das
vacas antes da ordenha, inativacdo microbiana no leite in natura, aumento na
estabilidade de queijo minas frescal e sanitizacdo de equipamentos e ar ambiente
de camaras frigorificas de estocagem de queijo minas frescal. Foi utilizado o
sanitizante na forma liquida (4gua ozonizada), na concentragéo de 2,0mg.L™", para
0s estudos de sanitizacao da pele do teto das vacas e para imersdao do queijo
minas frescal; e na forma gasosa para borbulhamento no leite e para sanitizacdo
da camara fria, nas concentracées de 1,5 e 0,03 mg.L'1, respectivamente. Foi
realizado delineamento inteiramente casualizado e os dados foram avaliados
quanto a normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias. Os
microrganismos aerébios mesofilos e Staphylococcus sp. na pele do teto das
vacas apresentaram reducodes de 2,36 e 2,03 ciclos logaritmicos, para clorexidina
e 2,52 e 1,99 ciclos logaritmicos para a agua ozonizada, respectivamente. Para
estes tratamentos nao foi verificado diferengas estatisticas significativas (P>0,05).
As enterobactérias apresentaram redugdes de 1,16 e 1,50 ciclos logaritmicos para
a clorexidina (sanitizante utilizado para fins de comparacao) e agua ozonizada,
sendo que estes resultados foram significativamente diferentes para P<0,05. A
utilizacdo do 0zdnio, na concentracdo de 1,5mg.L™", no tempo de exposicdo de 15
minutos, apresentou reducodes de 0,61; 0,97; 0,13; 1,04 e 0,48 ciclos logaritmicos,
respectivamente, para 0s microrganismos aerdbios mesofilos, psicotréficos,
enterobactérias e Staphylococcus sp.e bolores e levedura no leite in natura. Nao
foi observada a presenca de enterobactérias, coliformes totais e termotolerantes e
Staphylococcus sp., nas amostras de queijo minas frescal analisadas. As
reducdes decimais para as populagdes de aerobios mesdfilos, bactérias lacticas e
bolores e leveduras em queijo minas frescal, imediatamente ap6s a aplicacéo da
agua ozonizada na concentracdo de 2,0mg.L™", durante 2 minutos foi de 1,53, 1,90
e 2,34 ciclos logaritmos, respectivamente; Observou-se uma reducdo de
microrganismos aerobios meséfilos e bolores e leveduras de 0,81 e 1,01 ciclos
logaritmicos, respectivamente, no ar ambiente da camara fria de estocagem de
queijo1 minas frescal, apds a aplicacdo do gas ozénio na concentracao de 0,03
mg.L .

Palavras-chave: leite in natura, queijo minas frescal, sanitizacao e ozonio.



EFFICIENCY EVALUATION OF OZONE APPLICATION IN THE PRODUCTION
CHAIN OF MINAS FRESCAL CHEESE

General Abstract

Milk, as a complete and nutritious food, is highly consumed worldwide, both in
its direct ingestion and through its derivatives. Many actions are put into practice to
ensure its quality, since health care of the dairy cattle to the use of treatments to
ensure a longer shelf life of dairy products. Ozone has been studied nowadays
inthe food industry and was used in liquid and gaseous forms as sanitizer for
the experiments described here. This study tried to evaluate the effectiveness of
ozone application in the dairy industry, analyzing its characteristics according
to: the teat skin disinfection before milking the cows, microbial inactivation in raw
milk, stability increase of minas frescal cheese, equipment, maturation and cold-
storage sanitizing. The sanitizer was used in liquid form (ozonated water) at a
concentration of 2.0 mg L for the teat skin sanitizing studies and to immerse
the minas frescal cheese; and gaseous form for bubbling milk and cold chamber
sanitizing, at concentrations of 1.5and 0.03mg L, respectively. It was
considered completely randomized designand the data were evaluated
for normality of residuals and homogeneity of variances. The mesophilic aerobic
microorganisms and Staphylococcus sp. on the teat skinhad reductions
of 2.36 and 2.03 logarithmic cycles, for chlorhexidine and 2.52 and 1.99 log-
cycles for ozonated water, respectively. For these treatments, statistically
significant differences were not observed (P> 0.05). The Enterobacteriacea had
reductions of 1.16 and 1.50 logarithmic cycles for chlorhexidine and ozonated
water, and these treatments showed statistically significant differences (P<0.05).
The ozone sanitizer at a concentration of 1.5mg L'and exposure time of 15
minutes showed reductions of 0.61, 0.97, 0.13, 1.04 and 0.48 logarithmic cycles,
respectively, for the mesophilic aerobic microorganisms, psychotropic,
Enterobacteriaceae and Staphylococcusp., molds and yeast in the raw milk. We
did not observethe presence of Enterobacteriaceae, total  coliforms,
thermotolerants  and Staphylococcus spp.in  the minas frescal cheese
samples analyzed. The decimal reductions for the populations of
aerobic mesophiles,lactic bacteria, yeasts and molds in the minas frescal cheese,
immediately after the application of ozonated water at a concentration of 2.0 mg.L
"for 2minutes were 1, 53,1.90 and 2.34log-cycles, respectively. There
was a reduction of mesophilic aerobic, yeastand mold of 0.81 and 1.01 log-
cycles, respectively, in the minas frescal cheese cold storage and maturation, after
application of ozone gas concentration of 0.03 mg.L'1.

Keywords: Milk, minas frescal cheese, ozone sanitization.



Sumario

INTRODUGAQ GERAL ...ttt en et aen e 1
1 CAPITULO I. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........coovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 5
1.1 Panorama Geral da Pecuaria Leiteira no Brasil ...........cccccoiiieiiiniiiiencnn, 5
LI = (= PP P PRSP PPTPPPPP 8
1.3 Qualidades do leite........cou i 10
1.4 Process0 de Ordenha ..........oueiiiiiiiiiiiee e 15
1.5 Queijo MiNas FrescCal........c.uueiiiiiii i 20
LI T © .o ] [ J TR 24
1.6.1  HISTOMCO . ceii e 24
1.6.2  DefiNIGAO . .. 25

LI B € =T - To- Uo J TP PPRURPRR 26
LI S = (o7 o] - LSRR 27
1.6.5 MecCaniSMO de AGA0........oeiiiiuiiiiieiee et 30
1.6.6  Tratamentos combinados ...........oooeiiiiiiiiiiiiiiii e 34
1.6.7 Toxidade € LegiSIagao.......cccuuuiiiiiiiiii e 36

1.7 Referéncias BibliografiCas ..o 37

2 CAPITULO Il. ACAO DA AGUA OZONIZADA NA DESINFECGAO DA PELE
DOS TETOS DE VACAS HOLANDESAS ANTES DA ORDENHA E SUA

INFLUENCIA NA QUALIDADE DO LEITE BOVINO ..o 50
RESUMIO ...t e e e e e e e as 50
ADSTFACT..... ..o 51
P2 I [ 01 { oo (U= o PRSPPI 52
2.2  Material € METOAOS.........uuiiiiiiiiee e 54

vi



2.2.1 Definicdo dos grupos experimentais e repeticoes .......ccccceeevrinnnnnee. 54

2.2.2 Higienizagao dOS TETOS .....uuuuuuririiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee e 55
2.2.83  SANMIZANIES ... 56
2.2.4 Swab-Testdos Tetos das Vacas ........ccceeeeeeeeiiiiiiciiiiiieeeee e 57
2.2.5 Andlises 1aboratoriais. ........uueeeiiiiiiiiiiei e 58
2.3 Analises EStatistiCas .......ccuuurriiiiiiiieiiie e 60
ARG T IS - 11 (2= Toz=To o 0130 (=1 (0 1< TN 60
2.4  Resultados € DISCUSSA0......uuiiiiiiiiiiiiiiiie e 61
2.5 CONCIUSDES ...ttt a e e e e e e e e e as 69
2.6 AQradeCimENTOS .....cceiiiiiiiiiei ettt 70
2.7 Referéncias BibliografiCas........cuuuiuiiiuiiiiiiiiiee e 70

3 CAPITULO lll. EFEITO DO BORBULHAMENTO DO GAS OZONIO SOBRE A
POPULACAO DE PSICOTROFICOS, AEROBIOS MESOFILOS E CONTAGEM

BACTERIANA TOTAL NO LEITE IN NATURA .....ooo e 73
RESUMO ... e e e e e e e e e e e ns 73
ADSTIACT .. a e e e e e e 74
K 20 I [ 01 (oo (U= o PP PP 75
3.2 Material @ MEIOOS.........uueiiiiieiiie e 77
3.2.1  Materia-Prima .....cooo oo 77

3.3 Gerador de OzZONI0......coueiiiiieeeee s 78
3.4 Tensoativo Polissorbato 80 .........coooiiiiiiiiiiii e 78
3.4.1 Tratamento e Amostragem do Leite com Ozénio Borbulhado ........... 79
3.4.2 Meios de Cultura e Andlises Microbioldgicas .........ccccceeeeeeeeiiinnnnnee. 79

3.5 Analises EstatiSticas .........cccueieiiiiiiiiie i 81
3.6 Resultados € DISCUSSA0........ccuiiiiuiiiieiiiiiee et 83

Vi



3.6.1 TratamentosS COM OZONI0O «..uneneeeeee e, 83

3.7 CONCIUSDES ..ttt e e e e e e e e e eeeeeaaeas 88
3.8 AQradeCimentOs .......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 89
3.9 Referéncias BibliografiCas......ccuuuuiaiiiiiiiiiiiiiee e 89

4 CAPITULO IV. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE QUEIJO MINAS

FRESCAL TRATADO COM AGUA OZONIZADA ......coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennen, 92
RESUMO ... e e e e e e e e e e e e e e as 92
ADSTIACT ..o a e e e e e e e e 93
i S B [ 011 o T U= Lo T 94
4.2  Material @ MEIOOS..........uuiiiiiiiiie e 95
4.2.1  Mat€ria-PrimMa......eeeeeee e e e 95
4.2.2 Andlises 1aboratoriais. .......c.uuueeeieeieieieee e 98
4.2.3 Andlises estatisticas .........cccueeeiiiiiiiie e 100

4.3 Resultados € DISCUSSEOD......cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 101
N Oo o Tod [V =Yoo PP 114
4.5  AQradeCimentOs ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee et 114
4.6 Referéncias BibliografiCas.........couuuiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 114

5 CAPITULO V. EFEITOS DO GAS OZONIO NA SANITIZACAO DE CAMARAS

FRIGORIFICAS ..ottt 117
Y= TS .o 117
A o 1] = o A 118
L0 T [ o1 (o o U= Vo LSRR 119
5.2  Material @ MEtOAOS.......cceiiieiiieeeiiiee et e e e e naee e 121
5.2.1  Andlise EstatistiCa ........c..uuviiieiiiiieei e 123

5.3 Resultados € DiSCUSSA0 ... .uuuuiiieiiiiiiiiiiiieeee e e eee e 125



5.4 Conclusdes

5.5 AQradeCimentos ......coooi oo

5.6 Referéncias BibliografiCas...........ccouueiiiiiiiiiiiiieeee e



indices de figuras

Figura 2.1 — Processo de Sanitizagao dos Tetos com a utilizagao de frasco lavador

PO ONE WAY . .ottt e e e e 56
Figura 2.2 — Area média dos tetos amostrados. .........cce.cveveerecucueueveeeeereeeececeeaenns 58
Figura 2.3 — Frasco Lavador revelando depdsito de areia junto ao fundo............. 66

Figura 3.1 — Equipamento gerador de Oz6nio fabricado pela empresa Interozone.

Figura 3.2 — Apresentacdo grafica da funcdo quadratica das anadlises
microbioldgicas nas amostras do leite in natura nos diferentes tratamentos com

[0 = Es 0 7.0 | o PP 86

Figura 4.1 — Fluxograma de producado do Queijo Minas Frescal.............ccceeeenneee. 96
Figura 4.2 — Superficie de resposta para o logaritmico da contagem de
microrganismos aerobios mesofilos em fun¢do do tratamento e dos dias de vida de
(O] L=1 1= = OO P PSP PP PRSPPI 105
Figura 4.3 — Superficie de resposta para o logaritmo da contagem de bactérias
lacticas em funcao do tratamento e da vida de prateleira ...........ccccceeeeiiiiinnnee. 107
Figura 4.4 — Superficie de resposta para o logaritmico da contagem de bolores e
leveduras em func¢éo do tratamento e dos dias de vida de prateleira. ................ 109
Figura 4.5 — Representagdo grafica dos parémetros fisico quimicos do queijo
minas frescal em relagdo ao tratamento com agua ozonizada.............cccccvvennneee 112
Figura 5.1 — Representacao gréafica das populacdes de microrganismos aerébios
meséfilos com e sem aplicagdo do gas 0z6énio em camara fria.......cccccceeeeeenneee. 126
Figura 5.2 — Representacao grafica das populag¢des de bolores e leveduras com e
sem aplicagdo do gas 0zénio em camara fria. .......ccoevvvevvieeeiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeee 128
Figura 5.3 — Representacao grafica das populacdes de microrganismos aerdbios
meséfilos com e sem aplicacao do gas oz6nio em superficies de camara fria. .. 130



indice de tabelas

Tabela 1.1 — Aplicacées diversas do 0zénio na industria alimenticia.................... 34
Tabela 1.2 — Niveis e tempo de exposi¢cao de Ozbnio previstos em Organizagdes
T T = T O EEEPPPN 37

Tabela 2.1 — Acao da clorexidina 2% e da agua ozonizada na concentracao de
2,0mg.L-1, utilizados como pré-dipping, em 96 tetos, durante 30s, na reducdo da
contagem de mesodfilos aerébios na pele de tetos de vacas leiteiras da raga
L0} F= T g o [T RPN 62
Tabela 2.2 — Acao da clorexidina 2% e da agua ozonizada na concentracao de
2,0mg.L™, utilizados como pré-dipping, em 96 tetos, durante 30s, na reducéo da
contagem de enterobactérias na pele de tetos de vacas leiteiras da raca
L0} F= T g o [T RSP 64
Tabela 2.3 — Acao da clorexidina 2% e da agua ozonizada na concentracao de
2,0mg.L™", utilizados como pré-dipping, em 96 tetos, durante 30s, na reducdo da
contagem de Staphylococcus sp na pele de tetos de vacas leiteiras da raca
0] =g T =TT RN 65
Tabela 2.4 — Média do logaritmo da contagem bacteriana do leite in natura ap6s a
sanitizagdo dos tetos com clorexidina 2% e agua ozonizada na concentracao de
723801 To 8 LR 67
Tabela 2.5 — Efeito da clorexidina 2% e agua ozonizada na concentragdo de
2,0mg.L" sobre parametros fisico-quimica do leite in natura. .............ccccecveuee.... 69

Tabela 3.1 — Esquema dos contrastes ortogonais utilizados para estudo dos
efeitos dos tratamentos ... 82
Tabela 3.2 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padrdao das contagens
de microrganismos presentes no leite in natura durante tratamento com gés ozénio
Y 301 1o T LR 83

Xi



Tabela 3.3 — Probabilidades dos contrastes ortogonais para parametros
microbiol6gicos do leite in natura submetido ao tratamento com gés ozénio na
concentracéao de 1,5 mg.L'1. .................................................................................. 86
Tabela 3.4 — Médias e respectivos desvios padrao das analises fisico quimicas no
leite in natura durante tratamento com gas ozénioa 1,5 mg L™ .......cocooevvviinennnn 87
Tabela 4.1 — Tratamentos e numeros de amostras de queijo minas frescal
UtIliZAd0S NO EXPEIMENTO. .....uueiiiiiii e 97
Tabela 4.2 — Meios de cultura, temperaturas e periodo de incubagdo para os
microrganismos estudados no queijo Minas Frescal.............ccoceeiiiiiiiiiiiieeenen. 99
Tabela 4.3 — Médias (Log UFC/g) das contagens de microrganismos presentes no
queijo minas frescal durante tratamento com &gua ozonizada a 2,0mg L, em
funcdo do tempo de eStOCAGEM . ....eiiiiiiiiiiieee s 103
Tabela 4.4 — Equaces relativas aos efeitos do tempo de estocagem sobre os
tratamentos realizados no queijo minas frescal em funcdo do logaritmo da
contagem de aerobios MeSOfilOS. .....cooi i 106
Tabela 4.5 — Equacbes relativas aos efeitos dos dias em estoque sobre os
tratamentos realizados no queijo minas frescal em funcdo do logaritmico da
contagem de bactérias lACHCAS. . ..ouuiiiiiiiiieeee e 108
Tabela 4.6 — EquacOes relativas aos efeitos dos dias em estoque sobre os
tratamentos realizados no queijo minas frescal em funcdo do logaritmico da
contagem de bolores € 1eVeduras. ........ccueuiiiiiiiiiiiie e 110
Tabela 4.7 — Efeitos dos tratamentos com agua ozonizada, nos parametros fisico-
quimicos no queijo minas frescal, em funcédo do tempo de estocagem . ............ 111
Tabela 5.1 — Andlise de variancia para exposicao das placas de desenvolvimento
de microrganismos aerdbios mesofilos e bolores e leveduras. .........cccceveveeeeeeee. 123
Tabela 5.2 — Andlise de variancia para swabs das paredes e estante da camara
L]0 0] 11 o= VSRR 124
Tabela 5.3 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padrdao das contagens

de microrganismos aerobios meséfilos presentes na camara frigorifica de queijo

Xii



minas frescal com e sem a utilizagdo de ozo6nio na concentracdo de 0,03 mg.L™.

Tabela 5.4 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padrao das contagens
de bolores e leveduras presentes na camara frigorifica de queijo minas frescal
com e sem a utilizagdo de 0zénio na concentragdo de 0,03 mg.L ™" ......c..co.o..... 129
Tabela 5.5 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padrdo das contagens
de microrganismos aerdbios mesofilos presentes nas superficies e estante da
camara frigorifica de queijo minas frescal com e sem a utilizagdo de ozbnio na

concentracdo de 0,03 MG.L7 ..o 130

Xiii



Lista de Abreviaturas

ABPL Associacao Brasileira de Produtores de Leite

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BPF Boas Praticas de Fabricacéo

CBT Contagem Bacteriana Total

CCSs Contagem de Célula Somatica

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuarias

EPAMIG Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais

FAO Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacao

FAYS Fazenda da Aerondautica de Pirassununga

FDA Food and Drungs Administration

GRAS Generally Recognized as Safe

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IN Instrugdo Normativa

ISO International Standards Organization

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

NMP Numero Mais Provavel

NRD Numero de Redugdes Decimais

02 Oxigénio

O3 Ozbnio

PNMQL Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite

POAs Processo de Oxidacédo Avancada

PPM Parte Por Milhdo

PR Estado do Parana

RISPOA Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal

SIF Servico de Inspecao Federal

UFC Unidade Formadora de Colénias

uv Ultra Violeta

Xiv



INTRODUCAO GERAL

O leite, por ser um alimento nutritivo e completo, é altamente
consumido em todo o mundo, tanto na sua ingestao direta como através de seus
derivados. Muitas acdes sado colocadas em pratica para garantir sua qualidade,
desde cuidados com a saude dos animais produtores até a utilizacdo de

tratamentos para garantir uma maior vida de prateleira.

O sistema agroindustrial do leite, devido a sua participacéo social, € um
dos mais importantes do pais. A atividade é praticada em todo o territério nacional
em mais de um milhdo de propriedades rurais e, somente na producao primaria,
gera acima de trés milhdes de empregos e agrega mais de seis bilhdes ao valor
da produgéo agropecuaria nacional, com uma producdo em 2009 de 29,2 bilhdes
de litros de leite. Trés importantes fatores marcaram o setor leiteiro nacional,
principalmente na dltima década: o aumento da producgéo, a reducdao do numero
de produtores e o decréscimo dos pregos recebidos pelos produtores, com
melhoras a partir de 2007 (EMBRAPA, 2011).

Apesar das exigéncias para que o leite destinado a fabricagcdo de
queijos seja submetido a pasteurizacao, € intensa a comercializagao dos queijos
gue nao passam por tais especificagdes. Além disso, a contaminagéo do leite pds-
pasteurizacdo, a utilizacdo de fermentos inativos, temperaturas inadequadas e
incorretas condi¢gdes de manufatura e estocagem , contribuem também de forma
efetiva para o comprometimento da qualidade do produto final (PEREIRA et al.,
1999).

Em razdo da contagem elevada de microrganismos envolvendo leite e
derivados, das dificuldades para a eliminagcdo destes microrganismos desde a
ordenha até o processamento/transformagcdo com os tratamentos atualmente
disponiveis e do alto consumo de leite fluido e queijos por todas as faixas etarias
da populacdo, faz-se necessario a busca por processos alternativos para



aumentar a segurang¢a microbiolégica e o tempo de vida de prateleira de produtos
lacteos.

Os queijos de massa mole com pH alto e umidade elevada permitem o
desenvolvimento de muitos microrganismos. O queijo Minas frescal ndo é
padronizado e sua composicao é variavel: apresenta de 12 a 18% de proteina;
gordura de 20,5% até 29,22%. Durante a fabricacdo do queijo Minas podem
ocorrer perigos que irdo comprometer o produto final, dentre eles destacam-se:
alta contaminacao microbioldgica da matéria-prima, recontaminacao do leite pds-
pasteurizado, temperaturas inadequadas de fabricacdo e de armazenamento .
Assim, as boas praticas de fabricacdo e as medidas de sanificacdo durante o
processamento sado cruciais para a garantia de um produto de qualidade
(SANGALETTI, 2009).

Segundo Kim et al. (1999) a necessidade de um antimicrobiano potente,
assim como tratamentos alternativos para reducao da contaminagao de alimentos,
aumentou nos ultimos anos. A industria alimenticia estd pesquisando sanificantes
que sejam efetivos contra patdégenos e seguros para o uso em suas ‘plantas’. Um
dos candidatos é o o0zbnio que estd sendo utilizado como sanitizante no

tratamento de aguas na Europa desde o inicio do século XX.

O ozbnio é a forma triatdmica do oxigénio e ao longo dos anos vem
sendo amplamente estudado e aplicado pelo homem. E utilizado com muito
sucesso para inativar a microflora de carnes, aves, peixes, frutas e hortalicas,
sendo aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o uso nas fases
aquosas ou gasosas como um agente para tratamento, estocagem e

processamento de alimentos.

O ozbénio € um forte agente microbiano com alta reatividade e
decomposicdo espontdnea em produtos ndo téxicos. Pode ser aplicado em
alimentos nas formas liquida e gasosa. O 0zénio molecular ou seus produtos de

decomposicdo inativam microrganismos rapidamente reagindo com elementos



vitais da célula, como enzimas intracelulares, acidos nucléicos e membranas
celulares. O seu uso combinado a outros processos resulta em um sinergismo,
sendo utilizado em muitos casos como mais uma barreira para a reduc¢ao da carga
microbiana. O o0z6nio é adequado para descontaminar produtos alimenticios,
equipamentos, ambientes, superficies que entram em contato com alimentos,
tratamento de agua e efluentes, etc. (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001).

Desta forma o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia
da aplicagéo do 0zbnio na cadeia de produc¢ao do queijo minas frescal.

Para atingir este objetivo foram propostos 0s seguintes objetivos
especificos que definiram os capitulos desta tese:

a) Estudar a eficiéncia da agdo de agua ozonizada, em comparagao a
Clorexidina, na desinfeccao da pele dos tetos antes da ordenha e sua influéncia
na qualidade do leite bovino;

b) Avaliar a acao do gas oz6nio, por borbulhamento, como tratamento
do leite in natura, avaliando a qualidade do mesmo, a partir das contagens das
populacbes de microrganismos psicotréficos, mesofilos aerdbios, bolores e
leveduras, enterobactérias, pesquisa de Staphylococcus ssp e Salmonella spp.,
bem como acompanhar os parametros fisico-quimicos de gordura, proteina,

acidez, densidade, acidez, extrato seco desengordurado e pH do produto;

c) Estudar os efeitos da dgua ozonizada no tempo de estabilidade do
qgueijo minas frescal, avaliando o aumento das populacdes de aerdbios mesdfilos,
enterobactérias, coliformes totais e termotolerantes, bactérias lacticas, bolores e
leveduras e Staphylococcus ssp., bem como alteracdo nos parametros fisico-
quimicos de gordura, proteina, acidez e pH, durante a estocagem refrigerada por
30 dias.



d) Avaliar o efeito do gas ozbénio sobre as populagcbes de
microrganismos aerobios mesofilos e bolores e leveduras na qualidade
microbioldgica do ar e superficies no interior de camara frigorifica de estocagem

de queijo minas frescal.
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CAPITULO I. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Panorama Geral da Pecuaria Leiteira no Brasil

Nos primeiros anos da colonizagéo, os portugueses introduziram o gado
bovino no Brasil. Alguns fatores naturais, como as planicies, os cerrados e o clima,
ajudaram no aperfeicoamento dessa atividade no decorrer dos anos, nao s6 do
gado de corte, mas também do leiteiro. O processo de criagcao era primitivo: os
animais viviam soltos nos pastos, tornando-se magros e musculosos; os cuidados
com o rebanho limitavam-se a cura das feridas dos animais. A escassa producao
de leite destinava-se ao consumo da fazenda ou a fabricacdo de queijos
artesanais (GOBBI, 2006).

Nestes cinco séculos de existéncia, a atividade caminhou sem grandes
evolugdes tecnoldgicas (ABPL, 2009). A partir de 1950, coincidindo com o advento
da industrializagdo no Brasil, a pecuaria leiteira entrou na sua fase dita moderna,
entretanto, o progresso permaneceu lento. Neste periodo desenvolveu-se um
amplo mercado consumidor de leite e produtos lacteos industrializados (SANTOS,
2005). Em 1952, foi consolidada a Lei n° 1283, de Regulamentacédo da Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), influenciando a
modernizacao do setor, e introduzindo novos conceitos e padrdes (BRASIL, 1952).
Somente por volta de 1980, ocorreu um salto qualitativo da pecuaria leiteira,
possibilitando afirmar que o progresso transcorrido em apenas duas décadas
foram maiores que os dos ultimos 500 anos (ABPL, 2009).

Nas décadas de 1970 e 1980, verificou-se a intensificacdo da presenca
de multinacionais instalando-se no pais por intermédio, principalmente, de
aquisicoes de pequenos laticinios em dificuldades, acentuando, desta forma, a
tendéncia de concentragdo em mercados formados de produtos com maior valor
agregado (iogurtes, queijos finos e petits suisses). As cooperativas, por sua vez,
concentraram esfor¢cos na consolidacdo e ampliacdo das Centrais para tentar



dominar o mercado de leite pasteurizado e responder a unificacdo dos grandes
mercados urbanos (CORREA, 2003).

A partir da década de 1990, pOde-se observar, mundialmente, a
ocorréncia de intensa competicao, acentuada mudancga tecnoldgica e difusao de
informacgdes, abertura comercial, regulamentacdo dos mercados, globalizacao e
formacao de blocos econémicos. Esses processos implicaram em transformacoes
nos cenarios mundial, nacional e regional, e seus impactos foram sentidos nas
diversas atividades econémicas brasileiras, dentre elas a pecuaria leiteira (GOBBI,
2006). Novas exigéncias foram delineadas para esse setor, tais como: maior
tecnologia, conhecimento, qualidade e especializacao (GOBBI, 2006; HUNT et al.,
2009).

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
o leite esta entre os produtos mais importantes da agropecuaria brasileira, ficando
a frente de produtos tradicionais como café beneficiado e arroz. O Agronegécio do
Leite e seus derivados desempenham um papel relevante no suprimento de
alimentos e na geragao de emprego e renda para a populagao, envolvendo varios
setores da economia (ZOCCAL et al., 2008; EMBRAPA, 2009). De um lado,
abrange agroindustrias produtoras de uma série de derivados lacteos
industrializados, que utilizam o leite como matéria-prima bésica, e de outro, as
industrias de insumos e maquinas que sdo adquiridas pelos produtores de leite e
industrias de laticinios (EMBRAPA, 2009).

O Brasil ocupou o sexto lugar no ranking dos paises produtores de leite,
no quesito quantidade, com mais de 25 milhdes de litros de leite produzidos em
2007, entretanto, ocupou o 21° lugar em produtividade, com 1.224 kg/vaca/ano.
No ano de 2008, a producao brasileira foi de 27.083 milhdes de litros de leite e
apenas 19 milhées foram recebidos sob inspecao (EMBRAPA, 2009), o que
evidencia a baixa produtividade brasileira e a necessidade de uma fiscalizacdo
mais rigorosa no setor. Em 2009, segundo dados do Instituto Brasileiro de



Geografia e Estatistica (IBGE) a producao de leite no Brasil foi de 29.112 milhGes
de litros, ocupando o sexto lugar na producao mundial (BRASIL, 2010B), criando
expectativas de que o setor lacteo consiga gerar mais lucros a economia por meio
da exportacao de seus produtos (SIQUEIRA; ALMEIDA, 2010; BRASIL, 2010A).

As razoes para determinados paises apresentarem baixa produtividade
se devem a caracteristicas préprias de cada nacdo. No Brasil, por exemplo, a
produgdo leiteira € caracterizada por pequenos e médios produtores, onde as
propriedades sdo comandadas por familias, que utilizam essa atividade como
principal fonte de renda. Em alguns casos ocorre pouco investimento na producao
leiteira, gerando pouca produtividade e baixa qualidade no produto final, ja que
uma parcela pequena desses produtores tem acesso a tecnologia e assisténcia
adequadas na producdo. Isso é refletido na qualidade do leite, sendo possivel
verificar, com relativa freqiéncia, que propriedades com maior producao leiteira,
quando comparadas aquelas com menor producdo, produzem leite de maior
qualidade (TKAEZ et al., 2004 in NERO et al., 2005).

A cadeia produtiva leiteira a cada dia vem se tornando mais importante
para a economia do Brasil, apesar de ainda ser caracterizada como tipica de
pequenos produtores com baixa produtividade, em funcdo desse perfil ocorre
pouco investimento na atividade resultando em uma producéo leiteira com baixa

qualidade, identificada por altas contagens microbianas (NERO et al., 2009).

Porém, Carvalho et al. (2006A) realizaram um estudo sobre o Brasil no
cenario mundial de lacteos e constataram que o pais é um importante produtor de
leite, devido a sua producdo apresentar um crescimento continuo e acima da
média mundial. Proje¢cdes indicam que a producdo mundial de leite crescera
aproximadamente 15,9% ao ano, entre 2005 e 2015. No mesmo periodo, estima-
se que a producao brasileira expanda 22% ao ano. Os autores concluiram que
melhorias na distribuicdo de renda em paralelo a marketing institucional podem



contribuir para a expansao do consumo e sustentacdo do crescimento da oferta

com rentabilidade aos produtores.

1.2 Leite

O leite é um dos alimentos, em termos nutricionais, mais completos que
existe, com elevado valor bioldgico, reconhecido por fornecer micro e
macronutrientes essenciais para o adequado crescimento e desenvolvimento do
ser humano em suas diferentes fases da vida, sendo largamente consumido pela
populacao (DAHMER, 2006; FERNANDES, 2007; MORELLI, 2008; RIBEIRO,
2008).

Entende-se por leite natural (integro, ndo adulterado e sem colostro) o
produto da glandula mamaria de mamiferos, oriundo de ordenha completa e
ininterrupta de fémeas sadias e bem alimentadas (MORAES, 2005; DAHMER,
2006). Na visao bioldgica, o leite é definido por Bauman (2006) como uma vasta
gama de nutrientes (incluindo proteinas, carboidratos, particulas de gordura, agua

e ions) sintetizados e secretados pela glandula mamaria.

Pela otica da quimica, Walstra et al. (2006) definem leite como uma
emulsdo liquida em que a fase continua é formada de agua e substancias
hidrossollveis ao passo que a fase interna ou descontinua é formada,

principalmente, de micelas de caseina e de globulos de gordura.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), entende-se por leite o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta,
em condigcbes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas,
sendo que o leite de outras espécies deve denominar-se segundo a espécie da
qual proceda (BRASIL, 1952; BRASIL, 2002).

Diversos fatores, tais como: individualidade, raca, alimentacao, estagio
de lactagao, idade, temperatura ambiental, estacdo do ano, fatores fisioldgicos



(gestacao, ciclo estral, etc.), patolégicos (mastite), persisténcia de lactacao,
tamanho do animal, porcdo da ordenha e intervalo entre ordenhas, podem
interferir na producéo e a composicao fisico-quimica do leite (COSTA et al., 1992;
WEISS et al., 2002; WALDNER et al., 2005). Adicionalmente, existem variacoes
da composicao do leite relacionadas a espécie produtora. O leite bovino possui
teor de gordura semelhante ao do leite humano apresentando uma boa
assimilacao por parte do organismo do homem, representando um importante

componente nutricional (REIS et al., 2007).

Walstra (2006) afirmou que a composi¢ao quimica do leite determina o
seu valor nutricional, seu sabor e aroma, e encontrou a seguinte composicao
média para o leite bovino: 87% de agua, 8,9% de sdlidos totais, 4,0% de gordura,
3,3% de proteina, 4,6% de lactose e 0,7% de cinzas. Zanela et al. (2006)
avaliaram a qualidade do leite em sistemas de producéo da regido Sul do Brasil e
obtiveram como resultado uma composicao média para sistemas especializados
de 3,6% de gordura, 3,23% de proteina bruta, 4,49% de lactose, 12,18% de
sélidos totais; resultados semelhantes aos obtidos por (WALSTRA, 2006).

Devido ao seu elevado teor de nutrientes, a disponibilidade de agua e
ao pH préximo a neutralidade, o leite constitui um substrato favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos oriundos de processos fermentativos, o que é
desejavel para a industria de laticinios. Em contrapartida, também favorece o
crescimento de microrganismos patogénicos e deterioradores, caso ndo haja um

conjunto de acdes preventivas ao longo da cadeia produtiva (DAHMER, 2006).

Conforme Ajzental (1994), os cuidados devem-se iniciar na obtengéo do
leite in natura, atestando a saude do animal e do ordenhador, assim como
condigdes higiénicas-sanitarias do ambiente da ordenha. A ordenha mecénica
deve ocorrer dentro dos padrées sanitarios, porque, mesmo em condi¢coes
perfeitas, o leite apresenta uma carga microbiana original. Ponsano et al. (1999)

afirma que os procedimentos feitos no campo, no momento da obtencdo e



conservacao do leite até a sua entrada no estabelecimento de beneficiamento, ira
determinar a quantidade de contaminante no leite e que os cuidados para garantir
um leite de boa qualidade como matéria-prima, sdo essenciais para a fabricagéo
de bons produtos derivados do leite.

1.3 AQualidades do leite

A industria leiteira atravessa um periodo de intensas transformacodes
em sua estrutura, e a qualidade do leite € uma das principais exigéncias, sendo
um dos temas mais discutidos atualmente dentro do cenario nacional de producéo
leiteira (GUERREIRO et al., 2005). A qualidade € definida pela International
Standards Organization (1SO)-2007 como sendo a totalidade das caracteristicas

de um produto ou servico com capacidade de satisfazer as necessidades exigidas.

Para Oliveira et al. (1999) a qualidade do leite é definida por
caracteristicas relativas a sua composicdo, aspectos fisico-quimicos e
microbiol6gicos, além do estado de higiene e sanidade do rebanho, que envolve
desde a saude animal até as boas praticas de manejo, passando pela ordenha,
refrigeracdo, acondicionamento, transporte, beneficiamento e embalagem, até
chegar a distribuicao final do produto para sua comercializacdo. Desta forma, os
critérios mais relevantes para a definicdo do leite de boa qualidade sdo o sabor
agradavel e caracteristico, alto valor nutritivo, baixa carga microbiana, inexisténcia
de agentes patogénicos e outros contaminantes (SANTOS; FONSECA, 2001;
DURR et al., 2006).

A correta adogao de medidas de higiene na produgédo, armazenamento
e transporte do leite podem prevenir a contaminacdo por microrganismos
psicrotréficos que representam um grave problema econdmico para a industria de
laticinio. Podem-se citar como principais fatores que afetam diretamente a
contaminacao microbiana do leite in natura o ambiente em que a vaca fica alojada,
a higiene de ordenha, os procedimentos de limpeza dos equipamentos de ordenha
e a saude da glandula mamaria (GUERREIRO et al., 2005).
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Segundo Oliveira et al. (1999) a presenca e a multiplicacdo de
microrganismos provocam alterag¢des fisico-quimicas no leite, diminuindo a sua
durabilidade e podendo gerar problemas econémicos e de saude publica, o que
leva o produto a ser submetido a tratamento térmico, visando a eliminacdo de

microrganismos patogénicos e deterioradores, antes do consumo.

Na Unido Européia, a legislacdo sobre higiene aplicavel a produtos
lacteos foi alterada em 01 de janeiro de 2006 com a revogagado da Diretriz de
Higiene em Laticinios 92/46/EEC. Nessa diretriz, foi estabelecido que pode haver
uma contagem total maxima de 3,0x10° UFC.mL" para leite in natura destinado a
ingestdo e que nao tenha passado por nenhum tratamento nas 36 horas de
aceitacdo (KOMOROWSKI, 2006).

Todavia, no Brasil, evidéncias de que o leite produzido e consumido
nao apresenta, em sua totalidade, a qualidade desejada resultou no
desenvolvimento de novas politicas de incentivo a producéao leiteira, envolvendo
os setores cientificos e econdmicos da area, em busca de alternativas para alterar
esse panorama. Como fruto das novas politicas de desenvolvimento, iniciou-se,
em 1996, a elaboracdo do Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
(PNMQL) (NERO, 2005), contudo, somente em 1998, estabeleceu-se um grupo de
trabalho para analisar e propor um programa de medidas visando o aumento da

competitividade e a modernizagdo do setor no Brasil (BRASIL, 1998).

A versao definitiva das normas de producéo leiteira foi publicada em 18
de Setembro de 2002, pelo MAPA, através da Instrucdo Normativa (IN) n°® 51
(BRASIL, 2002), que abrange os Regulamentos Técnicos de Producao, Identidade
e Qualidade do Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite tipo C, extinto desde 2007, do
Leite Pasteurizado e do Leite In natura Refrigerado e o Regulamento Técnico da
Coleta de Leite In natura Refrigerado e seu Transporte a Granel.

No Brasil, de modo geral, o leite € obtido sob condigdes higiénico-

sanitarias deficientes, com elevados numeros de microrganismos, o que constitui

11



um risco a saude da populagdo, principalmente quando € consumido sem
tratamento térmico (CERQUEIRA et al., 1995), porém, em outros paises nao é
diferente, como observa-se em Jayarao et al. (2006) que examinaram tanques de
leite in natura a granel de fazendas familiares do estado norte-americano da
Pensilvania a respeito da presenca de patégenos alimentares. Foi constatado que
31,4% dos produtores desconheciam a possibilidade da presenca de
microrganismos causadores de doencga nos seus tanques. Em 6% dos tanques foi
detectada a presenca de Salmonella spp., em 2,4% de Escherichia coli, em 2,8%
de Listeria monocytogenes e em 1,2% detectou-se a presenca de Yersinia

enterocolitica.

No leite proveniente de animais sadios e obtidos em condigbes
higiénicas adequadas, predominam os seguintes microrganismos: Micrococcus,
Streptococcus e Corynebacterium, além de lactobacilos sapréfitas do ubere e
canais galactéforos (JAY, 1996; OLIVEIRA, 2005). A contaminagdo por estes
organismos € variavel, tanto qualitativa como quantitativamente, em funcédo das
condicoes de higiene existentes (ARCURI et al., 2006).

Pinto et al. (2006) determinaram a contagem de bactérias mesofilicas e
psicrotroficas em amostras de leite in natura refrigerado de tanques de
fornecedores de um laticinio mineiro. Para bactérias mesofilicas, verificaram uma
contagem variando de 2,5x10% a 3,0x10° UFC.mL" e, para psicrotéficas, as
contagens variaram de 2,0x10° a 1,0x10” UFC.mL". Concluiram que as altas
contagens obtidas podem estar relacionadas a inadequados processos de
higienizagdo na ordenha e nos tanques de armazenamento e as falhas na

producéao.

Watanuki (2008) pesquisou bactérias da espécie Bacillus cereus em
amostras de leite fluido e avaliou a sua multiplicagcdo e a capacidade de
germinagcao de seus esporos a temperatura ambiente e sob refrigeracdo, apés
processo de fervura. Foram analisadas 75 amostras, mantidas sob refrigeracéo
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por 1,2, 4,6, 8,10 e 12 horas, das quais, 46 (61,3%) apresentaram contaminacao
pela bactéria antes de serem submetidas a fervura. Nas amostras mantidas a
temperatura ambiente, ocorreu um aumento na contagem bacteriana, de 1,7x10
para 2,0x10%® UFC/mL, em média, para as amostras de leite pasteurizado tipo B,
apds a permanéncia de 6 horas em temperatura ambiente, inclusive atingindo
niveis capazes de desencadear uma toxinfeccdo alimentar, demonstrando a
ocorréncia da germinacao dos esporos e a multiplicacdo das células vegetativas.
Entretanto, aliquotas das mesmas amostras mantidas sob refrigeracdo a 7°C nao
atingiram niveis de bactérias preocupantes, enfatizando, desse modo, a
necessidade da refrigeracao do leite posteriormente ao aquecimento.

Burdova et al. (2002) avaliaram a influéncia da temperatura de
estocagem na vida de prateleira de leite pasteurizado e na atividade enzimatica de
bactérias psicrotréficas em leite integral e em leite em pd. Demonstrou-se que o
aumento da temperatura de estocagem de 4 para 10°C reduziu a vida de
prateleira da nata do leite pasteurizado de 31 para 11 dias e do leite em p6 de 32
para 10 dias, respectivamente. A atividade das enzimas proteoliticas e lipoliticas
produzidas por microrganismos psicrotréficos em diferentes temperaturas de
estocagem apresentou um aumento ap6s aproximadamente 3 dias de estocagem
a 10°C.

O ambiente em que a vaca permanece alojada foi citado por Guerreiro
et al. (2005) como um dos principais fatores que afetam a contaminacao
microbiana do leite in natura. Portanto, a manutengcdo dos animais em ambientes
higienizados, secos e confortaveis visa nao somente a producdo de leite com
qualidade, como também minimizar os problemas relativos as mastites (inflacées
da glandula mamaria) ambientais e, indiretamente, possui reflexo nos indices de
mastite contagiosa. Animais com Uberes sujos exigem maiores cuidados por
ocasiao da ordenha. Deve ser dada atencao especial as instalacdes para vacas

secas, novilhas e vacas em lactacdo como piquetes, sombreamento, dimenséo
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correta das instalacbes nos diferentes sistemas de confinamento, natureza da

cama e baias ou piquetes de paricdo (MULLER, 2002).

Morelli (2008) avaliou a ocorréncia de Escherichia coli em ambiente de
producao de leite e obteve uma contagem de coliformes termotolerantes entre 0,3
e 21 NMP.mL" em 36,3% das amostras de leite in natura, entre 0,3 e 110 NMP
para maos, tetos e teteiras, para utensilios entre 0,3 e 24 NMP.mL™" e para a 4gua
entre 0,03 e 11 NMP.mL™", o que reforca a premissa de que a implementagédo de
medidas de higiene durante toda a cadeia produtiva do leite torna-se essencial
para a obtencdo de um produto de qualidade e que, principalmente, nao ofereca

riscos a saude do consumidor.

Santana et al. (2001) determinaram os principais pontos de
contaminacao do leite por mesofilos e psicrotréficos no processo de producao
leiteira, bem como a eficiéncia da refrigeracao no controle do crescimento destes
microrganismos. Foram avaliadas cinco propriedades leiteiras da regido de
Londrina- PR, analisando-se diversos pontos do processo de produgdo e
pesquisando-se microrganismos aerobios meséfilos e psicrotroficos. Os principais
pontos de contaminagao encontrados foram os latdes, com uma contagem de 4,11
x 10° UFC de meséfilos/latao e 7,68 x 107 UFC de psicrotroficos/latao utilizado, os
tanques de expansdo, com uma contagem de psicrotréficos 44,63% maior em
relacdo a contagem de mesdfilos, agua residual de equipamentos e utensilios de
ordenha e tetos higienizados inadequadamente. No trabalho, os psicrotréficos
atingiram contagens entre 5 x 10° UFC/mL e 5,3 x 10° UFC/mL em apenas 12
horas de refrigeracdo em média, sendo suficiente para promover alteracdes
sensoriais no leite. No leite refrigerado, o numero de psicrotréficos superou o de
mesofilos, mostrando que a contagem de mesofilos pode subestimar a real
quantidade de microrganismos presentes, sendo os psicrotréficos os indicadores
de contaminacao ideais neste produto. Como a refrigeracdo a 4°C nao inibe o

crescimento deste grupo de microrganismos, deve-se evitar sua incorporagao ao
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leite durante a producao, havendo necessidade da associacao de boas praticas
em todo o processo produtivo.

A qualidade do leite esta associada a carga microbiana inicial presente
no produto, e quanto maior o numero de contaminantes e a temperatura de
estocagem, menor serd o tempo de conservacdo do mesmo. A pratica da
refrigeracao reduz os custos operacionais de producao, incluindo a deterioracao
do leite por atividade acidificante de bactérias mesofilas. Entretanto, pode
ocasionar problemas tecnoldgicos associados a atividade de enzimas proteoliticas
e lipoliticas de bactérias psicrotroficas, que se multiplicam em temperaturas
inferiores a 4°C, independentemente de sua temperatura 6tima de crescimento.
Grande parte destas enzimas sado termoresistentes e estdo relacionadas as
perdas de qualidade e a reducdo da vida de prateleira do leite UHT e de outros
produtos lacteos (SANTANA, 2001; PINTO et al., 2006).

1.4 Processo de ordenha

Ordenhar é a acao de comprimir manualmente o teto de um animal, ou
empregar a suc¢ao mecanica, para extrair leite; mungir: ordenhar uma vaca
(MICHAELIS, 2007). A manipulacdo dos tetos e outros estimulos relacionados
com a agao da ordenha causam impulsos nervosos sensoriais ativadores do
sistema nervoso central, liberando ocitocina do l6bulo posterior da glandula
pituitdria que, transportada pela via sanguinea atinge a glandula mamaria,
determinando a contracdo das células mioepiteiliais que envolvem o0s acinos
secretores, causando a movimentacdo do leite no sistema galactéforo. Em
sintese, pode-se afirmar que a ocitocina atua como um agente facilitador da
ordenha (ROSENFELD, 2005).

A ordenha, preferencialmente mecéanica, deve ocorrer dentro dos mais
criteriosos padrdes sanitarios. Mesmo em condi¢des 6timas, o leite apresentara
uma carga microbiana que deve ser mantida constante, evitando a multiplicacao
da mesma no leite (AJZENTAL, 1994 apud OLIVEIRA, 2005).
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Uma série de medidas deve ser seguida durante o processo de ordenha
mecanica com a finalidade de diminuir o nimero de microrganismos que podem
ser transferidos ao leite, depreciando sua qualidade microbiologica. A
ordenhadeira, a mao do ordenhador, praticas de higiene e lesdes nos tetos séo
fatores importantes que expdéem a superficie dos tetos aos microrganismos
patogénicos contagiosos, sendo esses transmitidos de animais infectados para
nao infectados durante o processo de ordenha (AMARAL et al., 2004).

A ordenha envolve diversos fatores importantes que devem ser levados
em consideracdo, como a fisiologia e a saude do animal, o tipo de ordenha
(manual e mecénica), a qualidade higiénico-sanitaria de obtencao do leite e a
organizacdo e eficiéncia da mao-de-obra. Na superficie do uUbere ha uma
numerosa e variada microbiota, sendo que o ambiente e as condigbes de manejo
modificam esta populacdo. Assim a quantidade de bactérias sobre a pele dos tetos
influencia na qualidade do leite (TAVERNA, 2004).

O interior da glandula mamaria, o exterior do Ubere, a pele dos tetos e
0s equipamentos de ordenha e de armazenamento do leite sdo os principais
meios de contaminagdo microbiana do leite in natura (BRITO et al., 2000),
necessitando, portanto, de uma higienizagdo adequada durante o processo de
ordenha.

Gibson et al. (2008) afirmam que, apesar dos estudos realizados sobre
a higienizagdo de tetos de vacas, ndo ha um unico método recomendado e a
eficacia de praticas usuais em relagdo a reducdo da contagem microbiana nos
tetos ainda é incerta.

A principal fungdo do pré-dipping’na preparagdo da vaca para a
ordenha é reduzir o maximo possivel as bactérias e outros microrganismos da

pele dos tetos antes da colocagdo das teteiras. A redug¢do na contaminacao dos

1 Acéo de sanitizar o teto da vaca, com solugdo anticéptica, antes da colocacao das teteiras.
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tetos tem a vantagem de diminuir o nUmero de bactérias no leite, diminuindo a
contagem bacteriana total (CBT) e a ocorréncia de mastite (SANTOS &
FONSECA, 2007). O pré-dipping deve ser realizado em todas as vacas, inclusive
nas que apresentam mastite clinica, mas neste caso devem ser tomados cuidados
especiais para evitar transmissao, trocando a solucao antisséptica (ROSA et al.,
2009).

Os métodos mais utilizados na higienizagcdo de tetos sdo: lavagem com
agua; imersdo em solucao de iodo; imersdo em solugao de clorexidina; imerséo
em solucdo de hipoclorito de sodio e uso de toalhas de papel desinfetantes
(AMARAL et al., 2004; BRITO et al., 2000; FONSECA & SANTOS, 2000).

No uso de solugdes para desinfecgdo € importante que seja feita a
imersao completa dos tetos na mesma. A utilizagcdo de spray ndo € recomendada,
uma vez que nao possibilita completa cobertura da superficie dos tetos
(FONSECA & SANTOS, 2000).

Magnusson et al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes métodos de
higienizacao dos tetos antes da ordenha (pré-dipping) na reducao de esporos no
leite e obtiveram uma reducdo de aproximadamente 50% para a higienizacao
realizada somente através da secagem com tolhas de papel durante 10 segundos;
de 50 a 74% para a higienizacao realizada com toalhas de papel umedecidas com
isopropanol, etanol e alquil benzeno sulfonato em diferentes concentragdes,
também durante 10 segundos, e de 96% para a higienizacao com toalhas de papel
umedecidas (com ou sem sabdo) seguida de secagem com toalhas de papel
secas, com duragcao de 20 segundos, sendo o método mais eficiente observado

pelos autores.

Amaral et al. (2004) utilizaram solucdo de hipoclorito de sédio (150
ppm) no preé-dipping sob trés formas de aplicagdo: imersao, spray e esponja. Na
contagem de microrganismos mesofilos foram observadas as seguintes reducoes:
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de 2,4x10* UFC/mL para 2,5x10° UFC/mL (imersao); de 1,6x10'® UFC/mL para
4,1x10* UFC/mL (spray) e de 1,1x10° UFC/mL para 3,4x10* UFC/mL (esponja).

Fagan et al. (2005) verificaram que o pré-dipping realizado através de
imersao direta dos tetos em solugdo de hipoclorito de sédio (750 ppm) reduziu a
contagem de aerébios meséfilos de 6,1x10* UFC/cm? para 3,1x10° UFC/cm?, e a
de psicrotréficos de 3,6x10° UFC/cm? para 6,7x10? UFC/cm?. Quando os tetos
foram lavados com agua anteriormente a imersao em hipoclorito de sodio (750
ppm) as reducdes observadas foram de 2,1x10° UFC/cm? para 3,9x10° UFC/cm? e
de 2,9x10* UFC/cm? para 5,1x10° UFC/cm? para aerdbios mesdfilos e
psicrotroficos, respectivamente. Quanto a lavagem dos tetos somente com agua,
observaram-se reducdes para aerébios mesdfilos de 5,5x10* UFC/cm? para
3,8x10* UFC/cm?® e para psicrotréficos de 5,5x10° UFC/cm? para 2,1x10°
UFC/cm?.

Gibson et al. (2008) concluiram em seu trabalho que n&o houve
diferenca estatistica na reducéo da contagem bacteriana total entre os métodos de
limpeza a seco, lavagem com agua seguida de secagem e imersdo em solugcéao a
base de cloro (150 ppm) por 15 segundos seguida de secagem no pré-dipping de
tetos de vacas leiteiras. Porém, na lavagem dos tetos com solugao a base de cloro
(150 ppm) seguida de secagem, foi percebida uma reducéao significativa de 0,89
ciclos logaritmicos comparada aos outros trés métodos. Concluiu-se que o

processo mecéanico da lavagem potencializa a redu¢dao de microrganismos.

Brito et al. (2000) observaram que houve uma redugdo média
significativa de 2,2 ciclos logaritmicos na contagem total de bactérias na superficie
dos tetos de vacas submetidas a pré-dipping com imersdo em solugédo a base de
iodo (4.000 ppm) seguida de secagem. Ja para desinfeccao efetuada com toalhas
de papel desinfetante contendo etanol, cetrimida, digluconato de clorexidina e
agua, a reducao média significativa foi de 2,4 ciclos logaritmicos.
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Wronski et al. (2008) avaliaram os efeitos da interagdo entre os
métodos de pré e pds-dipping utilizados em vacas leiteiras com a finalidade de
manter a saude do Ubere e concluiram que a sequéncia que proporcionou as
melhores condi¢des de higiene e produtividade foi: 1) descarte do primeiro jato de
leite; 2) pré-dipping realizado com toalhas umedecidas com solugéo desinfetante;
3) poés-dipping também realizado com toalhas umedecidas com solucdo

desinfetante.

Hillerton et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de desinfetante a base de
cloreto de sddio (UDDERgold Platinum Germicidal Barrier Teat Dip: UG Pt, Ecolab
Inc., Redmond, WA) na prevengao de infecgdes intramamarias em vacas lactantes
em comparacao a desinfetante a base de iodo (losan, Novartis Animal Health,
Ltd., Whittlesford, UK). Foram utilizadas 348 vacas, das quais 176 tiveram os tetos
desinfetados com desinfetante a base de cloreto de sddio apds a ordenha e 172
tiveram os tetos higienizados com desinfetante a base de iodo durante 116 dias e
sobre diferentes condi¢bes climaticas. Os resultados mostraram que a
probabilidade de instalacdo de uma infeccdo intramamaria nos tetos,
posteriormente a utilizacdo correta do desinfetante, é baixa, para ambos os
desinfetantes avaliados. Nao foi observado nenhum efeito deletério nas condicbes
dos tetos, nem limitagbes do uso dos desinfetantes em vacas ou por parte dos

funcionarios.

Arcuri et al. (2006) constataram que ha relacdo entre a contagem
bacteriana padrao e a aplicacdo dos produtos de limpeza, tanto no equipamento
de ordenha quanto no tanque de estocagem do leite em propriedades rurais dos
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Os resultados obtidos da contagem
bacteriana padrdo de até 1,0X10° UFC.mL" estavam associados a métodos
adequados de higienizagdo, em que se utilizaram todos os produtos de limpeza
recomendados: detergentes acidos e alcalinos e sanitizante. As contagens acima
de 5,0X10° UFC.mL" associavam-se ao emprego de apenas um ou nenhum
desses produtos na higienizacao dos equipamentos.
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1.5 Queijo Minas Frescal

A producéao de queijos € uma atividade antiga, com relatos de consumo
de leite solidificado ha cerca de 7.000 anos a.C (PERRY, 2004). Acredita-se que
sua origem vem de costumes mediterraneos de guardar leite em sacos de couro
de peles de animais ou estdbmagos de bezerros (CAMPOS, 2001). Segundo Fox et
al. (2000) o queijo € um nome genérico utilizado para um grupo de alimentos que

sao fermentados a base de leite com diversidade de sabor, textura e formas.

Na legislacao brasileira (BRASIL, 1952) queijo € definido como o
produto lacteo fresco ou maturado, que se obtém por separacao parcial do soro
em relacdo ao leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela agdo do coalho, enzimas
especificas de bactérias especificas, de &cidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacao
de substancias alimenticias ou especiarias ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes, no

qual a relagéo proteinas do soro/caseina ndo exceda a do leite.

O queijo minas frescal, produto genuinamente brasileiro, teve sua
fabricacado iniciada no século XVIII, no estado de Minas Gerais (EMPRESA DE
PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS- EPAMIG, 1987; CAMPOS,
2001). E um queijo irregular, tendo em vista ndo apresentar, de forma definida,
suas propriedades de consisténcia, textura, sabor, durabilidade, rendimento e

composicao fisico-quimica, uma vez nao ter sido consolidada uma padronizacao.

Em 2004 o Brasil produziu cerca de 445.000 toneladas de queijos.
Destes, aproximadamente 29.000 toneladas corresponderam a producdo da
variedade Minas Frescal, sendo assim um dos queijos mais produzido no pais
(EMBRAPA, 2011). Suas principais caracteristicas sdo sabor agradavel e
ligeiramente acido, de aroma leve e delicado. Este queijo é do tipo fresco, de alta
umidade e pH maior que 5,0. Estas caracteristicas somadas a manipulacao
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durante a fabricacdo tornam-no um meio propicio a contaminacbes

microbiolégicas e reacbes bioquimicas.

A massa do queijo minas frescal € crua, com alto teor de umidade (46-
55%) e nado maturada, devendo ser consumido até quinze dias apOs sua
fabricacao, em virtude de ser altamente perecivel (HOFMAN et al., 2002).

Para o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o
queijo minas frescal € um queijo fresco obtido por coagulagdo enzimatica do leite
com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, completada ou néo
com acao de bactérias laticas especificas, sendo classificado como um queijo
semigordo, de alta umidade, devendo ser consumido fresco, com consisténcia
branda e macia, com ou sem olhaduras mecanicas, de sabor suave a levemente
acido, sem ou com crosta fina, de forma cilindrica e com peso de 0,3 a 5kg
(BRASIL, 1997). Em 2004 o MAPA realizou a corregdo da classificagdo da
umidade do queijo Minas Frescal, considerando-o como um queijo de muito alta
umidade (>55%) (BRASIL, 2004).

Os queijos de massa mole com pH alto e umidade elevada permitem o
desenvolvimento de muitos microrganismos. O queijo Minas frescal nao é
padronizado e sua composicao é variavel: apresenta de 12 a 18% de proteina;
gordura de 20,5% até 29,22%. Durante a fabricagcdo do queijo Minas podem
ocorrer perigos que irdo comprometer o produto final, dentre eles destacam-se:
alta contaminacao microbioldgica da matéria-prima, recontaminacao do leite pés-
pasteurizado, temperaturas inadequadas de fabricacdo e de armazenamento .
Assim, as boas préaticas de fabricacdo e as medidas de sanificacdo durante o
processamento sao cruciais para a garantia de um produto de qualidade
(SANGALETTI et al, 2009).

Conforme portaria n° 146 (BRASIL, 1996A), as tolerancias para os
padrées microbiolégicos vigentes do queijo minas frescal (de muita alta umidade)
devem ter, para amostras representativas, 1x10® UFC (Unidades Formadoras de

Col6nia) para coliformes a 35°C/g, 5x10? UFC para coliformes termotolerantes/g,
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Staphylococcus coagulase positiva/g, 5x10° de bolores e leveduras/g e auséncia
de Salmolella sp e Listeria monocytogenes em 25g. Para a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) as tolerancias sdo de 5x10? UFC de coliformes de
origem fecal/g e Staphylococcus coagulase positiva/g, e auséncia em 25g de

Salmonella sp e Listeria monocytogenes (Brasil, 2001).

Com relacao a estabilidade, o queijo minas frescal apresenta um fator
agravante, pois, além de ser um produto fresco com alto conteudo de umidade,
nao é submetido a cura e apresenta baixa quantidade de sal. Estas caracteristicas
geram condi¢des favoraveis para o desenvolvimento de microrganismos, e,
quando somadas a manipulacdo inadequada durante a fabricacdo, tornam o
produto um meio propicio para problemas de seguranca alimentar, além da
consequente diminui¢do de sua vida de prateleira (CARVALHO, 2003).

Diversos relatos indicam que queijos do tipo minas frescal
comercializados no Brasil sdo amplamente contaminados. Araujo et al. (1997)
observaram que 100% das amostras de queijo minas frescal analisadas, obtidas
em supermercados e padarias localizadas na cidade do Rio de Janeiro, revelaram
a presenca de coliformes fecais em niveis acima dos tolerados. Oliveira et al.
(1998) relataram a detecgdo de coliformes a 35°C e 45°C acima dos permitidos,
respectivamente, em 46,9% e 9,4% das amostras de queijo minas elaboradas por
seis fabricas de laticinios localizadas na regido nordeste do estado de Sao Paulo.
Pereira et al. (1999) observaram, em Belo Horizonte, que 90% das amostras de
queijo-de-minas frescal analisadas no periodo de 1995-96 apresentaram
coliformes fecais acima dos limites estabelecidos por lei.

De seis marcas coletadas em supermercados de Piracicaba, SP, com
registro no SIF, Sangaletti et al (2009) enquadrou apenas uma delas como proépria
para consumo, a qual foi submetida ao estudo de vida util. As outras cinco marcas
(83,33%) apresentaram contagens de Escherichia coli acima de 2,4X10°NMP.g™".

Como essa bactéria pertence ao grupo dos coliformes fecais e esse valor esta
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acima do permitido pela legislacdo vigente (BRASIL, 2001), esses lotes foram
considerados impréprios para o consumo. Isso ndo é incomum, pois Lisita (2005)
analisou queijos Minas no final da produ¢gdo em um laticinio com SIF e detectou
amostras ja condenadas antes da comercializacdo, com contagem de 1,1 x 108
NMP.g- de coliformes fecais. Os resultados obtidos nestes trabalhos reforcam a
necessidade de aplicacdao de boas praticas higiénicas na producdo do queijo
Minas, bem como opg¢des de tratamentos sanitizantes para evitar esse tipo de
problema.

A maior contagem encontrada Sangaletti et al (2009) em amostras de
queijo minas obtidos imediatamente ap6s a producdo em industria de laticinios
localizada em Piracicaba-SP e controlados rigorosamente a temperatura de 4°C,
foi de 1,7X10*NMP.g™" de E. coli, apés 30 dias da producdo, enquadrando-se,
desta forma, como impréprio para o consumo conforme Resolucdo Colegiada
(RDC) n® 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2001). A contagem dos
estafilococos coagulase positiva permaneceu com <10,0 UFC.g™" e a Salmonella
sp. foi ausente em 25 g durante todo o periodo em todas as amostras.

Com relacao a vida de prateleira de queijo minas frescal, Sangaletti et
al (2009) verificaram que, mesmo sob refrigeracao rigidamente controlada de 4°C,
as bactérias mesofilas apresentaram um crescimento gradativo em média de 7,72
log UFC.g™" entre o 12 e 30° dia no queijo armazenado, enquanto que as bactérias
lacteas, durante o mesmo periodo, apresentaram populacédo inicial de 3,48 e 9,53
log UFC.g™" no 30° dia com crescimento médio final de 6,56 log UFC.g™",
mostrando um aumento de 6,05 log UFC.g™" entre o0 12 e 0 30° dia. A contagem
dos microrganismos mesoéfilos tem sido usada como indicador da qualidade
higiénica dos alimentos, fornecendo idéia sobre seu tempo Gtil de conservacao
(JAY, 1996).

Rocha, Buriti e Saad (2006) avaliaram o comportamento das bactérias
lacticas em queijo Minas frescal de sete diferentes marcas durante a vida de

prateleira por 21 dias, quando seis marcas apresentaram uma populacdo média
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final de aproximadamente 8,0 log UFC.g™' e ndo apresentaram crescimento com o
passar dos dias.

A presenca das bactérias lacticas pode ter sua origem no leite
destinado a producdo do queijo ou pela adicdo de cultura lactica durante o
processamento do produto. O seu crescimento ocasiona 0 aumento da acidez pelo
fato de fermentarem a lactose e formarem &cido lactico. As bactérias lacticas sao
responsaveis pelas transformacgdes bioquimicas de lipidios e proteinas em
diferentes compostos desenvolvendo flavor, caracterizando o produto final quanto

ao sabor, aroma e textura (ESKIN, 1990).

1.6 OzOnio
1.6.1 Historico

A necessidade de um antimicrobiano potente, assim como tratamentos
alternativos para reducdo da contaminagédo de alimentos, aumentou nos ultimos
anos. A industria alimenticia vem pesquisando desinfetantes que sejam efetivos
contra patégenos e seguros para 0 uso em suas plantas de processamento. Um
dos agentes promissores € 0 0z6nio que esta sendo utilizado como sanitizante no

tratamento de aguas na Europa desde o inicio do século XX (KIM et al., 1999B).

O ozénio é um forte agente antimicrobiano com alta reatividade e
decomposicdo espontdnea em produtos ndo toxicos. Pode ser aplicado em
alimentos na forma liquida e gasosa. O o0zénio molecular ou seus produtos de
decomposicdo inativam microrganismos rapidamente, reagindo com elementos
vitais da célula, como enzimas intracelulares, acidos nucléicos e membranas
celulares. O seu uso combinado a outros processos para diminuicdo da carga
microbiana resulta em um sinergismo, sendo utilizado em muitos casos. O 0zénio
€ adequado para descontaminar produtos alimenticios, equipamentos, ambientes,
superficies que entram em contato com alimentos, tratamento de agua e efluentes
(KIM et al., 1999A; KHADRE et al., 2001B).
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Em 1785, Van Marum, filésofo alemao, observou as caracteristicas
eletrostaticas do ar devido ao 0z6nio. Schombein, em 1801, reportou o odor
caracteristico como sendo uma nova substancia, de nome ozdnio, e sugeriu que o
gas ocorreria naturalmente na atmosfera. Na Alemanha em 1875, Siemens criou o
primeiro gerador de ozdnio — ozonizador. Em 1891, verificou-se que o 0zbnio era
capaz de destruir bactérias presentes na agua. O primeiro experimento utilizando
oz6nio no tratamento da agua foi realizado em 1893, em Leyde, na Holanda, no
tratamento das aguas do rio Reno. Uma planta geradora de o0z6nio para
tratamento de d4gua em grande escala foi construida na Alemanha em 1902. Em
1906, em Nice, na Franca, realizou-se o primeiro tratamento de vegetais com agua
ozonizada, em escala industrial (YANG & CHEN, 1979).

Em 1982, o Food and Drug Administration (FDA) declarou a ozonizagao
de agua engarrafada como segura, integrando a lista de produtos “Generally
Recognized as Safe” (GRAS) (U.S. FOOD AND DRUGS ADMINISTRATION,
1982). Por volta de 1987, mais de 200 “plantas” de tratamento de agua potavel
nos Estados Unidos estavam utilizando 0zdnio. Em 1997, o o0zdnio foi reconhecido
pelo FDA como sendo um sanitizante apto para ser usado na industria alimenticia
conjuntamente com as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), passando a ser
reconhecido como GRAS (GRAHAM, 1997).

No Japao se tem mais de 500 estacbes de tratamento de dgua e mais
de 100.000 plantas de processamento de alimentos que utilizam o 0zénio em seus
processos (NAITO & TAKAHARA, 2006), o que reforca a sua eficiéncia e atuacao.

1.6.2 Definicao

O ozbénio é uma modificagdo alotrépica do O, e € formado por trés
atomos de oxigénio (O3) arranjados em um angulo obtuso de 116°49°, em que o
atomo central de oxigénio esta equidistante dos outros dois por ligagdes de 1.278
A (GUZEL-SEYDIM et al, 2004). E um gas instavel, principalmente em

temperaturas elevadas, tdxico, de baixa solubilidade em agua (0,494 v/v de agua),
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de coloracdo azul quando se encontra condensado (-112° C) e violeta-escuro
quando congelado (-193°C) (LIEBERGOTT et al., 1992). O potencial de oxidacao
do ozbnio € alto (-2,07V) comparado ao acido hipocloroso (-1,49V) ou o cloro
(1,36V), ficando abaixo somente do fluor. Apresenta maior estabilidade em
solucdo diretamente proporcional ao aumento da acidez da agua (KIM et al.,
1999B; DOSTI et al., 2005).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas, pode-se citar, segundo
Kechinski (2007):

e massa molar: 48 kg/kmol;

e ponto de fusdo (a 1 atm) -192,5°C;

e ponto de ebulicdo (a 1 atm): -111,9°C;

e massa especifica do gas (nas CNTP) 2,4g.L™;

e quantidade considerada segura para o organismo humano: 0,1ppm.

Quando na forma liquida, o 0zbnio é explosivo se a sua concentracao
for superior a 20% em uma mistura com oxigénio. As explosées podem ser
causadas por faiscas elétricas ou por mudancas bruscas de pressdo e
temperatura. O o0z6nio pode ser detectado pelo homem ja em baixas
concentracdes (0,02 mg.L™") e uma exposicao prolongada a uma concentracdo de
1.000 g.L™", ou maior, pode ser letal (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

1.6.3 Geracao

A formacdo do ozbnio ocorre naturalmente na estratosfera em
pequenas quantidades (0,005 mg.L™") pela acdo da irradiagdo solar ultravioleta no
oxigénio. Uma pequena quantidade de ozb6nio também é formada na troposfera
como subproduto de reacbes fotoquimicas de hidrocarbonetos, oxigénio e
nitrogénio (KIM & YOUSEF, 2000B). Quando utilizado na industria € geralmente
gerado em sistemas fechados, sendo produzido em baixas concentracdes (0,003
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mg.L") pelo oxigénio atmosférico ou pela radiagdo de 185 nm de comprimento de
onda emitida por lampadas UV (KIM et al., 1999B).

Guzel-Seydim (2004) explica que para gerar o ozénio deve ocorrer uma
ruptura na molécula do oxigénio diatdmico, formando dois fragmentos de oxigénio
que podem reagir com outras moléculas também de oxigénio e formar a molécula
de O3. No método de descarga corona ha dois eletrodos formando um vao entre
eles. Um eletrodo de alta tensdo e outro de baixa tensdo. Segundo Kim et al.
(1999B), uma corrente alternada com alta voltagem é aplicada através deste vao
na presenga de ar atmosférico ou oxigénio. Ocorre a excitagdo dos elétrons do
oxigénio e assim induz a quebra das moléculas de O,. Os atomos quebrados
combinam-se com outras moléculas de oxigénio diatdmico para formar o ozénio. A
producgéo de ozdnio varia, dependendo da voltagem, da frequéncia da corrente, do
vao de descarga elétrica e da pressao absoluta no interior do vao. O método de
descarga corona tem sido largamente utilizado para produzir grandes quantidades

de ozbnio.

No processo eletroquimico a agua é quebrada em atomos de
hidrogénio e oxigénio por eletrolise. As moléculas de hidrogénio sado separadas da
mistura de gas e agua e os atomos de oxigénio sdo combinados para formar
0zbnio e oxigénio diatdmico. Este sistema produz ozénio a concentracoes de 3 a 4
vezes maior (10 a18% de o0zbnio na mistura gasosa) que pelo método de
descarga corona (KIM et al., 1999B).

1.6.4 Eficacia

Embora a eficacia do o0zbnio varie de microrganismo para
microrganismo, seu estado fisiolégico e os fatores ambientais afetam
significativamente o grau de inativagéo destes pelo 0zdnio. A susceptibilidade dos
microrganismos ao 0z6nio varia de acordo com o pH do meio, temperatura, e a
quantidade de matéria organica em torno das células (KIM et al., 1999A).
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Ozbnio tem sido utilizado com éxito na inativacdo da microflora de
carnes, aves, peixes, frutas e hortalicas. A FDA recentemente aprovou o uso de
ozbnio nas fases aquosas ou gasosas como um agente para tratamento,
estocagem e processo de alimentos (SHARMA & DEMIRCI, 2003).

A suscetibilidade de microrganismos ao ozbénio varia de acordo com o
estado fisioldgico das células, pH do meio, temperatura, umidade e a presenca de
aditivos, como &cidos, surfactantes e acgucares. Concentracbes relativamente
baixas de ozbénio e um curto contato de tempo sdo suficientes para inativar
suspensoes puras de bactérias, mofos, leveduras, parasitas e virus (KIM et al.,
1999B).

A taxa de destruicdo de microrganismos por desinfetantes geralmente
cresce com o aumento da temperatura. De acordo com a teoria de van't Hoff-
Arrhenius, a temperatura determina parcialmente a taxa com que o desinfetante se
difunde através da superficie dos microrganismos e também a taxa de reacao com
0 substrato. Em experimentos com ozbnio percebe-se, que com a elevacao da
temperatura sua solubilidade e estabilidade diminuem, porém a taxa de reagéo
com o substrato aumenta (KHADRE et al., 2001A).

Achen e Yousef (2001) trataram com 0z6nio macas contaminadas com
Escherichia coli nas temperaturas de 4, 22 e 45°C, e observaram que as
contagens bacterianas superficiais diminuiram 3,3; 3,7 e 3,4 unidades
logaritmicas, respectivamente. Analises estatisticas demonstraram que n&o houve
diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05). A concentracao de ozdnio
residual foi maior no ensaio com menor temperatura (4°C) e decaiu conforme se
aumentava a temperatura. O aumento da reatividade do ozénio compensou o
decaimento da sua estabilidade e, portanto, nenhuma mudanga significativa foi
observada em relagcao a sua eficacia. Kim et al. (1999B) observou que o0 0zénio foi
mais eficiente na destruicdo de contaminantes microbianos quando aplicado a

temperaturas maiores que a de refrigeracao.
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O ozdnio € mais estavel a baixo do que a elevado valor de pH. A
inativacdo de microrganismos ocorre em grande parte através de reacdes com
0z6nio molecular quando o pH é baixo. Em elevados valores de pH o o0z6nio se
decompde e os radicais resultantes contribuem para sua eficacia (KHADRE et al.,
2001 B).

Khadre et al. (2001A) adicionou agua ozonizada, com diferentes
concentragdes, em uma solugao tampao de fosfato (0,01 M) nas faixas de 5,0 a
9,0 de pH, misturou por 15 s e mediu a concentracdo residual de Os;. A
estabilidade do 0zdnio em solucao foi melhor em pH 5,0. A estabilidade do 0zbnio
decresce quando o pH aumenta, e nao foi encontrado ozénio residual na solucéao

com pH 9,0.

Sehested et al. (1992) estudaram a decomposicdo do ozbénio em
solucdes aquosas de acido acético em funcao de diferentes valores de pH. A taxa
de decomposicdo do Os; em solucbes saturadas de &cido acético (0,1 M) é
praticamente constante nas faixas de pH de 0-3. Acima do pH 3 esta taxa é

aumentada com o aumento do pH.

Carvalho et al. (2006B) informam que o branqueamento de polpa kraft
da industria de celulose com ozénio deve ser efetuado em pH na faixa de 2,5-3,0,
ja que em valores acima destes ocorre significativa decomposi¢cdo do ozénio,
catalisada por ions OH", o que resulta em perda de eficiéncia e seletividade do
reagente. A perda da eficiéncia deriva das perdas do ozbénio e a perda de
seletividade do ataque aos carboidratos pelos radicais livres (OOH, OH)
provenientes da decomposi¢do do oz6nio.

A presenca de substancias organicas com alta demanda de ozdnio
pode fazer com que haja uma competicdo com os microrganismos pelo Osz. A
presenca de matéria organica na agua destinada ao processamento de alimentos
com ozbénio é altamente indesejavel. Além disso, sub-produtos indesejados da
acao do ozénio sobre os compostos organicos podem diminuir a vida-de-prateleira
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(shelf life), alterar caracteristicas sensoriais, ou colocar em risco a seguranga do
produto final (KHADRE et al., 2001B).

A pureza e o pH da agua afetam a solubilidade do 0zénio em agua. Kim
(1998) borbulhou 0z6nio em agua duplamente destilada, em agua deionizada e
em agua de torneira com os pH de, respectivamente, 5,6; 5,9 e 8,23. O autor
observou que o alto pH da agua de torneira pode ter desestabilizado o 0zbnio e a
taxa de solubilizagdo diminuiu. Observou-se, também, que a matéria organica

existente na 4gua de torneira consumiu o ozénio.

1.6.5 Mecanismo de acao

O ozb6nio € um dos mais potentes agentes oxidantes e sanitizantes e
tem sido usado como substituto de produtos quimicos a base de cloro (KIM;
YOUSEF, 2000; KHADRE et al., 2001B). Seo et al. (2007) demonstraram que o
tratamento de quitosana com gas ozbénio (12 % em peso) durante 20 minutos
resultou numa perda de peso de 92% quando comparada a amostra controle,

mostrando que o O3 pode ser usado na degradacao de macromoléculas.

Por ndo permanecer na dgua por um longo periodo de tempo, devido a
sua decomposicao rapida em oxigénio, 0 uso do 0zbénio nao deixa residuos nos
alimentos (KHADRE et al.,, 2001B). Ou seja, o ozbnio pode ser usado com
seguranga, sem preocupacdes a respeito do consumo de seus residuos (SEO et
al., 2007).

A acdo do ozbnio na inativacdo de microrganismos se da pela
progressiva oxidagdo dos componentes vitais da célula, e essa acao ocorre por
meio de dois mecanismos. O primeiro mecanismo € que 0 0z6nio oxida 0S grupos
sulfidrilas e os aminoacidos das enzimas, peptideos e proteinas em peptideos
menores. O segundo mecanismo consiste na oxidagdo de &acidos graxos
polinsaturados em peréxi-acidos. A degradacdo pelo ozénio de lipideos
insaturados na membrana celular resulta na ruptura da célula e,
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consequentemente, vazamento do contedudo celular. As duplas ligacbes de
lipideos insaturados sao particularmente vulneraveis aos ataques do o0z6nio. Em
bactérias Gram-negativas as camadas de lipoproteinas e lipo-polissacarideos séo
o primeiro local da destruicdo, resultando no aumento da permeabilidade celular e,
eventualmente, a quebra celular (KIM et al., 1999B).

Além disso, foi verificado que as bactérias Gram-negativas sdao mais
sensiveis ao ataque do ozbénio, porque o N-acetil glicosamina, um composto
presente no peptideoglicano das células bacterianas e na capsula dos virus, &
resistente ao ozénio. Desta forma bactérias Gram-positivas podem formar até 20
camadas desse composto em sua parede celular, enquanto as Gram-negativas
formam apenas 1 ou 2 (KHADRE et al., 2001A).

Segundo Nascimento et al. (2008), o ozbnio tem efeito dispersante em
microrganismos agrupados e aderidos a superficies de alimentos, causando um
aumento virtual no nimero dos mesmos, além disso, degrada a matéria organica
presente em compostos de baixo peso molecular. Os autores atribuiram a tais
efeitos os valores oscilantes na contagem de microrganismos ao se tratar café

despolpado com 0zénio aquoso (3,5 mg.L™;60 min) e ultra-som.

Kosekie Isobe (2006) examinaram o efeito da agua ozonizada sobre o
controle microbiologico de alfaces americano (Lactuca satival.) e constataram que
o tratamento combinado de agua quente (50°C; 2,5 minutos) seguido de agua
ozonizada (5 ppm; 2,5 minutos) teve o mesmo efeito bactericida do tratamento
efetuado somente com agua ozonizada em temperatura ambiente (5 ppm; 2,5
minutos), reduzindo o nimero de bactérias de 1,2 para 1,4 ciclos logaritmicos. Foi
observado um decréscimo da populacdo de aerobios meséfilos, de 5,7 para 4,2
ciclos logaritmicos, com o aumento da concentragdo do ozénio adicionado de 0
para 10 ppm. Os autores frisam que a alface, mesmo tratada com sanitizantes,
deve ser mantida em baixas temperaturas (inferiores a 10°C) para controlar o
crescimento microbiano durante a distribuicdo. Cavalcante (2007) avaliou a
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inativacao de Escherichia coliO157:H7 inoculada em alface americana por meio de
tratamento com &gua ozonizada (1,0 mg L) por 1 minuto e constatou uma

reducao media de 3,2 ciclos logaritmicos.

NADAS et al. (2003) verificaram que a estocagem de morangos por 3
dias a 2°C em ar ozonizado (1,5 pL/L) fez com que o desenvolvimento micelial de
Botrytis cinerea inoculado no ar fosse menor do que nos morangos armazenados
sem a presengca do ozénio. Ja Bialka e Demirci (2007B), conseguiram uma
reducédo de 2,60 e 2,96 ciclos logaritmicos, utilizando 64 minutos de exposicao
continua (5%wt/wt) seguido de 64 minutos de ozbnio pressurizado (83 kPa), para
Salmonella e E. coli O157:H7, respectivamente, inoculadas artificialmente em

morangos

AL-HADDAD et al. (2005) inocularam Salmonella infantis e
Pseudomonas aeruginosa em peitos de frango refrigerados e expuseram estes a
altas concentragcdes de gas ozénio (> 2000 ppm) por mais de 30 minutos, obteve
uma reducéao de 97% na contagem de S. infantis e 95% de P. aeruginosa.

Em materiais de embalagem de alimentos e ago inoxidavel, Khadree &
Yousef (2001) atingiram a esterilidade de material multilaminado, apés tratamento
com agua ozonizada (5,9 pg/mL), durante 1 minuto. Filmes secos de esporos de
Bacillus subtilis foram eliminados dos materiais multilaminados com 13 ug/mL de

0z6nio em agua e com 8 pg/mL em aco inoxidavel.

Rodriguez-Romo e Yousef (2005) efetuaram a sanitizacao de cascas de
ovos contaminados com Salmonella enterica serovar Enteritidis por tratamentos
com ozbnio a 4-8°C a 1atm durante 10 minutos, obtendo uma reducéao de 5,9

ciclos logaritmicos, comparada a amostra controle n&o tratada.

Novake Yuan (2004) conseguiram uma reducao de células vegetativas
de Clostridium perfringens na superficie de bifes industrializados de 5,59 para 3,50
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ciclos logaritmicos ap6s combinar tratamentos com agua ozonizada (5 ppm) e
posterior aquecimento a 55°C.

BARTH et al., (1995) verificaram o efeito da estocagem de amoras sob
oz6nio em relagdo ao conteudo de antocianinas e crescimento de fungos. As
amoras foram colhidas e estocadas por 12 dias, a 2°C, nas concentragdes 0,0; 0,1
e 0,3mg L' de ozdnio. A estocagem em camara com o0z6nio suprimiu o
crescimento fungico durante os 12 dias, enquanto na estocagem sem o0 Qas,
apenas 20% das frutas apresentaram decaimento. O conteudo de antocianina foi

similar ao inicial em todos os tratamentos.

Na estocagem de caqui a 15°C por 30 dias a uma concentracao de 0,15
ppm de ozénio e 90% de umidade relativa. Foi observado que no armazenamento
sob 0z6nio os caquis nao apresentaram alteracao de cor, pH e soélidos soluveis
totais, além da sua firmeza ser mantida por mais tempo que o limite comercial,
aumentando sua vida de prateleira (SALVADOR et al., 2006).

O uso de ozbnio e outros tratamentos alternativos para a conservacao
de mamao papaia (Caraica papaya L.) foram avaliados por (KECHINSKI, 2007). O
objetivo do estudo foi eliminar a antracnose (Colleotrichum gloesporioides Penz)
em amostras de mamao papaia armazenados em camaras ozonizadas em
concentracdes de 0 a 0,5 ppm de ozb6nio, avaliar a sanitizacao superficial desse
fruto através de imersdo em agua ozonizada em concentragées de 0 a 4 ppm de
0z6nio durante 30 e 60 segundos. O uso de o0zbnio nas concentragdes de 0,2 e
0,5 ppm, em camara ozonizada, resultou em manchas nas cascas dos frutos por
possivel oxidagdo de componentes da parede celular. Foi observado que a
imersao das frutas em agua ozonizada em concentragdes de 1 a 4 ppm néo foi
efetiva na eliminagdo da antracnose, razao pela qual foi necesséario o uso do
tratamento hidrotérmico prévio ao uso do ozdnio, sendo que os melhores
resultados obtidos foram em temperaturas préximas a 55°C por 1 minuto.
Observou-se também que o aumento da concentragdo de 0z6nio de 2 para 4 ppm
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proporcionou uma perda de mais de 40% do teor de vitamina C dos frutos,
contudo nao alterou o grau de maturacao (ratio) e cor dos mesmos.

Selma et al. (2008B) investigaram a eficacia do 0zénio gasoso, aplicado
sob vacuo parcial em um ambiente controlado, para a eliminacao da Salmonella
inoculado em casca de meldo, concluiram deste estudo que o ozbénio gasoso é
uma opcao eficaz para a reducédo de riscos de contaminacédo e deterioracéo de

melao doce e fresco cortado.

Assim, diante de tudo que foi apresentado, pode-se concluir que o
ozonio € um o6timo agente desinfetante, aléem de n&o deixar residuos. Por estas
vantagens o ozbnio tem sido bastante empregado no setor de alimentos. Na

tabela 1.1 encontram-se alguns trabalhos que utilizam tratamento por ozénio.

Tabela 1.1 — Aplicacdes diversas do 0zbénio na industria alimenticia.

Produto Objetivo n::;:;da?;:: Concentragao TI:E':noe::o Microrganismo ORbesde‘:vg::i)a Referéncias
Pimentao "'::";‘gi‘:a Imersio | 0,3-3.95mg/L| 20s-30min | Aerdhios Totais | 0.72 cicloslog KE‘;TZ:?';‘;';AM
Cogumelos prif:llit:(:;?s Gis 100 mg/h 0- 30 min - - ESCR'Z?)&E etal,
fisico-quimicas

| — Y e R T )
Peixe Conservaggo afg'zzda 2 ppm - Mesofilos Totais | 1,5 cicloslog PASTC;'%A etal,

Frango mic‘:;‘;‘;"l’(:;’_m Gés >2000ppm | 15e30min | ©) ::ﬁ;’_’f’ss %% AL_:\[z)oDo%D et
Frutas Reduedo Gas 5ppm 45min Cofformes | 3.1 cicloslog Kﬁg%?og:ais[

Quitosana | Despigmentagdo Gas 12% wt 0- 20 min - - SEOet a, 2007

Vegetds R::g‘f:‘;:a:e cz:'g"zgda 1,4AmglL 5- 15 min - - WU etal, 2007
Gﬁzd" Sanificaggo ozfl?z:da AmglL 2min 32:‘: 5.7 UFClcm? CARD%SO:? etd,
Salmao ':':"a;lé"ﬂf; Gis 0,1x10° glL 20 min Aerdbios totais | 1,0 ciclo log VAZ‘V%:SO etd,

Altace | Redwdo qui:da 1,0mgL 3min &‘: 4,07 cickoslog | AVA CANTE,

1.6.6 Tratamentos combinados

Os processos de oxidacao avancada (POAs) sao processos designados
para gerar intermediarios altamente reativos, particularmente o radical hidroxila

(OH), que é menos seletivo e mais potente oxidante do que o ozénio molecular,
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para oxidar material organico. Ozonizacdo utilizando altos valores de pH,
processos com H>O,/O3, fotdlise por luz UV e ozonizacao catalitica sao exemplos
de POAs (KHADRE et al., 2001B; LEGUBE; LEITNER, 1999).

Khadre et al. (2001B) demonstraram que ozénio, a um pH 11,5 foi mais
efetivo, que a combinacdo H.O./O3 a um pH 7,5 na descoloracdao de aguas
residuais e na remocao de compostos organicos dissolvidos.

O peréxido de hidrogénio em solugbes aquosas dissocia-se
parcialmente no anion hidroperéxido (HO2) que é altamente reativo com ozonio.
Pequenas concentracbes de H>O, podem ser efetivas na iniciacdo da
decomposicéo do ozénio (KHADRE et al., 2001B; LEGUBE; LEITNER, 1999).

Selma et al. (2008A) verificaram a eficacia da desinfec¢do de cebola,
espinafre, cenoura e escarola por ozénio, iluminagcdo UV e pela combinacao de
ambos. Apbés 60 minutos de tratamento, a reducdo de mesdfilos totais
conseguidas pelo tratamento com O3-UV foi de 1,6-2,6 ciclos logaritmicos, maior

que pelo tratamento com UV.

A ozonizagéao catalitica baseia-se no principio da ativagao do ozénio por
inimeros metais (Fe, Mn, Ni, Co, Zn, Ag, Cr) em solugcdo ou por catalise
heterogénea com metais sob variadas formas (sal de metal reduzido, 6xido sélido,
metal depositado sobre um suporte). Estes metais aumentam a eficacia do ozénio
na remogao (ou na conversdo) de diferentes compostos organicos em solucao
aquosa (LEGUBE; LEITNER, 1999).

Ao combinar o ozénio com o cloro consegue-se um efeito sinergista que
potencializa a agcdo de ambos, ja que o cloro ndo altera a permeabilidade de
membranas como faz o ozénio. Khadre et al. (2000A) mostraram que o cloro livre
foi ineficiente contra cistos de Cryptosporidium parvum, a menos que seja feito um

pré-tratamento com o0z6nio. Eles assumiram que a pré-ozonizagao altera a
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permeabilidade da membrana dos cistos, o que auxilia na entrada do cloro

causando, consequentemente, a sua inativagao.

1.6.7 Toxidade e Legislacao

A toxidade é um critério de extrema importancia para aprovar o 0zénio
no processamento de alimentos. Os efeitos primarios do 0z6nio em humanos
estao relacionados com o trato respiratério. Sintomas de toxidade incluem dor de
cabeca, tontura, sensagédo de ardéncia nos olhos e garganta, sensacao de odor
pungente e tosse. Em baixas concentragdes o 0z6nio ndo é um gas extremamente

téxico, mas em altas concentracdes pode ser letal (RUSSEL et al, 1999).

A aspiracao direta do oz6nio é extremamente perigosa, por sua alta
toxidade ao ser humano. No entanto, a ingestao por intermédio de agua ozonizada
ndo apresenta perigo sério, pois a meia-vida do ozbnio dissolvido na agua é
relativamente curta (LAPOLLI et al., 2003). A inalacdo acidental do oz6nio causa
respiracdo acelerada, sendo que o grau dependera do conteudo inalado e do
tempo de exposigéo ao ozbnio. O paciente deve descansar imediatamente apos o
acidente para reduzir o efeito de sufocagao, que é causado pela irritacdo do trata
respiratério, devendo ser levado ao hospital o mais rapido possivel (LANGLAIS et
al, 1991).

Uma concentracdo de ozbénio da ordem de 0,1 mg/L pode causar
irritacdo ao nariz, garganta e olhos. Pesquisadores alegam que concentragcbes de
ozbnio de 0,02 a 0,04 mg/L podem ser detectadas pelo ser humano e que a
exposicao prolongada a concentragdes iguais ou superiores a 1,0 mg/L pode
causar a morte. Uma exposicdo de uma hora a concentracdes de 2, 4, 15 e 95
mg/L pode causar efeitos sintomaticos, irritantes, tdxicos e letais, respectivamente.
Os efeitos toxicos do 0z6nio pela inalagcdo sdao manifestados nos pulmées. Uma
variedade de danos extra-pulmonares também podem ser resultado da acdo do
o0zbnio e de seus produtos (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999).
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Como o ozdnio se torna um gas toxico acima de certas concentracoes,
limites maximos de exposicdo sdo definidos e as pessoas que trabalham em
plantas de ozonizagdo devem ser submetidas a revisbes médicas regulares. Os
limites de referéncia para a exposi¢cdo humana ao ozénio que foram estabelecidos
por alguns érgaos regulamentadores norte-americanos sao apresentados na
Tabela 1.2 (LANGLAIS et al, 1991).

No Brasil, os limites de tolerancia de o0z6nio em até 48 horas de
trabalho por semana séo de 0,08 mL/m?® ou de 0,16 mg/m®, segundo a NR 15 da
Portaria MTB n? 3.214, de 08 de junho de 1978, que aprova as Normas
Regulamentadoras - NR - do Capitulo V, Titulo Il, da Consolidacdo das Leis do
Trabalho, relativas a Seguranca e Medicina do Trabalho, (BRASIL, 1978).

Tabela 1.2 — Niveis e tempo de exposi¢do de Ozbnio previstos em Organizacoes
Mundiais.

o Niveis de .

Organizacoes Exposicéo Tempo de Exposicao
OSHA - Occupational Safet o .
and Health Adpministration ’ maximo de 0,1 mg/L 8 horas/dia
G[;ltisc:/ngls-srxr; dgrrréesncan média de 0,1 mg/L 8 horas/dia
?:;;:ﬁ;eﬁgg:ilgzn Society for maximo de 0,3 mg/L 10 minutos/dia
égrﬁlzl_rle_néerzngfné?)r\?ernment méaximo de 0,1 mg/L 8 horas/dia
Industrial Hygienists maximo de 0,3 mg/L 15 minutos/dia
smerican Industrial Fygiene  maximo de 0,1 mg/L 8 horas/dia

. . 0,08 mL/m® ou de

Ministério do Trabalho - Brasil 0,16 mg/m® 48 horas/semana
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CAPITULO Il. ACAO DA AGUA OZONIZADA NA DESINFECCAO DA PELE
DOS TETOS DE VACAS HOLANDESAS ANTES DA ORDENHA E SUA
INFLUENCIA NA QUALIDADE DO LEITE BOVINO

Resumo

A qualidade do leite que chega as industrias de processamento é determinada
durante o processo de ordenha, condicdes de armazenamento e transporte. O
interior da glandula mamaria, o exterior do Ubere e a pele dos tetos das vacas
podem ser fontes de contaminagcdo microbiana do leite in natura, tornando-se
fundamental, entre outras ac¢des, uma higienizacao eficiente dos tetos antes do
processo, no intuito de preservar a qualidade microbiolégica do produto. O 0zbdnio
€ um agente antimicrobiano com alta reatividade e decomposi¢ao espontanea em
produtos nao téxicos. E indicado para a descontaminacdo de produtos
alimenticios, equipamentos, ambientes e superficies que entram em contato com
alimentos. O objetivo deste trabalho foi estudar a eficiéncia da acdo de agua
ozonizada, em comparagao a Clorexidina, na desinfeccéo da pele dos tetos antes
da ordenha e sua influéncia na qualidade do leite bovino. Para as contagens
iniciais dos microrganismos alvos realizaram-se, na chegada dos animais nas
estacdes de ordenha, esfregacos nos quatro tetos de cada animal, com swab de
hastes flexiveis com pontas de algodao, perfazendo um total de 48 tetos
analisados. Imediatamente ap6s a sanitizacdo e secagem dos tetos (pre-dipping),
realizaram-se novamente esfregacos nos tetos, com a finalidade de avaliar as
populacées microbianas remanescentes. Apds a desinfeccdao dos tetos, os
animais foram ordenhados individualmente, por ordenhadeira mecanica, tipo
espinha de peixe, duplo 6, composto por terminal de sucgao e recipiente coletor,
do qual foram colhidas amostras de leite, por animal, para analises microbioldgica
e fisico quimica. A eficiéncia da utilizacdo da agua ozonizada, na concentracao de
2,0mg.L™", por 30s, como agente sanitizante no processo de higienizagdo dos
tetos, apresentou numero de reducgdes decimais (NRD) de 2,52, 1,99 e 1,50 para
aerdbios mesofilos, Staphylococcus sp e enterobactérias, respectivamente. O uso
da clorexidina a 2%, por 30s, resultou em NRD de 2,36, 2,03 e 1,16 para os
microrganismos aerdbios mesobfilos, Staphylococcus sp e enterobactérias,
respectivamente. As contagens de psicrotroficos, Staphylococcus sp,
enterobactérias e aerdbios mesofilos realizadas no leite in natura, foram de
3,2x10%, 2,0x10", 4,7x10" e 1,8x10°UFC.mL", respectivamente para os tetos
tratados com clorexidina a 2% e de 2,0x10%, 5,6x10°, 0,0 e 1,9x10° UFC.mL", para
os tetos tratados com &gua ozonizada a 2,0mg.L”". Nao foram constatadas
alteragbes nos parametros fisico-quimicos do leite in natura proveniente dos
animais tratados com clorexidina 2% e &agua ozonizada na concentracdo de
2,0mg.L" ao nivel de significancia de 5% (p<0,05), o que é considerado positivo
para a industria de laticinios.

Palavras-chave: desinfeccao de tetos, leite, ozénio.

50



CHAPTER II: OZONATED WATER ACTION IN DISINFECTING THE TEAT
SKIN OF HOLSTEIN COWS BEFORE MILKING AND ITS INFLUENCE ON THE
MILK QUALITY

Abstract

The quality of the milk processed in industries is determined during the milking
process, storage and transport conditions. The interior of the mammary gland, the
udder exterior and the teatskincan be sources ofraw milk microbial
contamination, making it essential, among other actions, an efficient cleaning of the
teats before the milking process in order to preserve the product microbial quality.
Ozone is a strong antimicrobial agent with high reactivity and spontaneous
decomposition to non-toxic products. It is indicated for the decontamination of food
products, equipment, environments and surfaces that come into contact with
food. The aim of this work was to study the efficiency of ozonated water action
compared to chlorhexidine in disinfecting the teats skin before milking and its
influence on the quality of bovine milk. For the initial counts of the target
microorganisms, smears with cotton tips swabs were held in the four teats of each
animal during their arrival in the milking stations, making a total
of 48 caps analyzed. Immediately after the teats sanitizing and drying (pre-
dipping), smears took place again on the teats, aiming at assessing the remaining
microbial  populations.  After the teats disinfection, the animals
were milked individually, herringbone type, double six, composed of end suction
and collecting vessel, from which milk samples were collected for microbiological,
physicochemical analysis. The efficiency of the ozonated wateruse at a
concentration of 2.0mgL™" and sanitizing agent in the process of cleaning teats,
presented decimal number reductions (NRD) of 2.52,1.99 and 1.50 for aerobic
mesophilic, Staphylococcus sp and enterobactérias, respectively. But the
use of 2% chlorhexidine resulted in NRD of 2.36,2.03 and 1.16 for aerobic
mesophilic microorganisms, Enterobacteriaceae and Staphylococcus
sp, respectively. There were no adverse effects due to the use of these sanitizers,
such as irritation or swelling near the surface of the teats skin, as well as changes
in the behavior of the treated animals. The psychotropic counts, Staphylococcus
sp, Enterobacteriaceae and aerobic mesophilic carried in the raw milk were 3.2 x
10%,2.0 x 10", 4.7 x 10" and 1.8 x 10® UFC.mL", respectively, for the teats treated
with 2% chlorhexidine, 2.0 x 10°,5.6 x 10°, 0.00 and 1.90x 10° UFC.mL" for the
teats treated with ozonated water with 2.0 mgL™. There were no changes in
the physicochemical composition of the raw milk from animals treated with 2%
chlorhexidine and ozonated water at a concentration of 2.0 mgL'1 at a significance
level of 5% (p <0.05), which is considered positive for the dairy industry.

Keywords: disinfection of teats, milk and ozone.
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2.1 Introducao

A contaminacao bacteriana do leite cru pode ocorrera partir do proprio
animal, do homem e do ambiente. A obtencdo do leite de vacas sadias, em
condigbes higiénicas adequadas, e o seu resfriamento imediato a 4°C, sao
medidas fundamentais e primarias para garantir a qualidade e a seguranca do leite
e seus derivados (ARCURI et al., 2006, p. 441). E essencial que as boas praticas
de higiene, dentro dos ambientes de manipulagdo de produtos alimenticios se
tornem habitos.

A falta de higiene é resultado de desconhecimento e falta de cuidado, e
pode resultar em consequéncias graves, podendo causar toxinfeccdes
alimentares, em razdo, principalmente, da presenca de microrganismos
patogénicos tais como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,

Listeria monocytogenes e Salmonella sp.

Uma ampla variedade de géneros e espécies de microrganismos no
ambiente da vaca pode estar presente na superficie das tetas e serdo transmitidos
para o leite e para os equipamentos de ordenha. Alguns podem se estabelecer se
as condicdes forem favoraveis; outros podem ser somente contaminantes
transientes. O leite cru, fresco pode inibir ou até mesmo inativar alguns dos
microrganismos existente na superficie das tetas, entdo, mesmo presentes em
nameros altos, podem néo ser detectados (CHAMBERS, 2002).

As tetas freqientemente se tornam sujas com esterco, lama e materiais
da cama, como, palha, serragem, lascas de madeira ou areia. Se nao for removida
antes da ordenha, esta sujeira, junto com o grande numero de microrganismos
associados a ela, sera introduzida no leite. O numero e tipo de microrganismos
variam de acordo com o tipo e quantidade de sujeira presente nas tetas.
(COUSIN, 1982).
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O leite de vacas com tetas muito sujas com esterco pode ter uma
contagem padrdo em placas entre 10° UFC.teta’ a 10’ UFC.teta”. Micrococos,
incluindo estafilococos coagulase-negativa, estdo entre os grupos predominantes
presentes (~ 10* UFC.teta™' ). Estreptococos, principalmente tipos fecais, também
sd0 numerosos, mas o0s bastonetes Gram-negativos, incluindo coliformes, séo
bem menos numerosos. A contagem de coliformes raramente excede 102
UFC.teta”. Parece que esses organismos, ao contrario dos micrococos, por
exemplo, ndo sobrevivem bem sobre a pele das tetas, embora eles possam
constituir uma grande proporcdo da microbiota dos materiais da cama
(CHAMBERS, 2002)

Uma série de medidas deve ser seguida durante o processo de ordenha
mecanica com a finalidade de diminuir 0 niumero de microrganismos que podem
ser transferidos ao leite, depreciando sua qualidade microbiolégica. (AMARAL et
al., 2004). Gibson et al. (2008) afirmam que, apesar dos estudos realizados sobre
a higienizagéo de tetos de vacas, ndo ha um unico método recomendado e a
eficdcia de préaticas usuais em relacdo a reducdo da contagem microbiana nos
tetos ainda é incerta.

Os produtos mais utilizados na higienizacao de tetos sao: lavagem com
agua; imersdao em solucao de iodo; imersdao em solucao de clorexidina; imersao
em solucdo de hipoclorito de sodio e uso de toalhas de papel desinfetantes
(AMARAL et al., 2004; BRITO et al, 2000; FONSECA e SANTQOS, 2000).

Estudos provenientes da industria de alimentos mostram que o uso de
certos desinfetantes em altas concentragdes esta contribuindo para o surgimento
de microrganismos resistentes a desinfeccdo. Bactérias expostas a altas
concentragdes de desinfetantes se tornam mais resistentes, promovendo a
resisténcia cruzada dos microrganismos aos desinfetantes e antimicrobianos
KHADRE et al.(2001B).
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A necessidade de um antimicrobiano potente, assim como tratamentos
alternativos para reducdo da contaminacdo de alimentos, aumentou nos ultimos
anos. A industria esta pesquisando desinfetantes que sejam efetivos contra
patdgenos e seguros para o uso em suas ‘plantas’. Um dos candidatos € o ozénio
que estd sendo utilizado como sanitizante no tratamento de aguas na Europa
desde o inicio do século XX (KIM et al., 1999B).

O oz6nio € um forte agente microbiano com alta reatividade e
decomposicdo espontdnea em produtos ndo toxicos. Pode ser aplicado em
alimentos nas formas liquida e gasosa. O 0zénio molecular ou seus produtos de
decomposicao inativam microrganismos rapidamente reagindo com elementos
vitais da célula, como enzimas intracelulares, acidos nucléicos e membranas
celulares. O seu uso combinado a outros processos para diminuicdo da carga
microbiana resulta em um sinergismo, sendo utilizado em muitos casos. O 0zb6nio
€ adequado para descontaminar produtos alimenticios, equipamentos, ambientes,
superficies que entram em contato com alimentos, tratamento de agua e efluentes,
etc. (KIM et al., 1999A; KHADRE et al., 2001B).

O presente estudo teve por objetivo estudar os efeitos da agua
ozonizada e da clorexidina na sanitizacdo da pele de tetos de vacas leiteiras da
raca holandesa, bem como verificar sua influéncia sobre a qualidade do leite in

natura.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Definicao dos grupos experimentais e repeticoes

Foram selecionadas 24 vacas leiteiras da raca holandesa, do rebanho
da Fazenda da Aeronautica de Pirassununga (FAYS), mantidas em sistema de
confinamento e ordenhadas mecanicamente trés vezes ao dia, ndo medicadas
com antibiéticos nos sete dias que antecederam a realizacdo deste experimento,
realizado em duplicata, nos meses de outubro e novembro de 2008.
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Metade dos animais foi submetida ao tratamento de sanitizagéo da pele
dos tetos antes das ordenhas (pré-dipping) com agua ozonizada, enquanto que
outras doze vacas compuseram 0 grupo controle e continuaram a ter seus tetos
sanitizados com solucdo de clorexidina, como procedimento de rotina utilizado na

propriedade.

A partir dos materiais coletados, swabs de pele e leite in natura, foram
realizadas  analises  microbiolégicas e,  microbioldgicas/fisico-quimicas

respectivamente, em triplicata.

2.2.2 Higienizacao dos Tetos

As vacas selecionadas para o0 experimento foram amostradas
individualmente e ordenhadas mecanicamente em seguida, durante a primeira
ordenha do dia (05:00h).

O procedimento inicial consistiu em separar as 24 vacas pré-
selecionadas na entrada da sala de ordenha. A seguir os animais foram
acomodados doze a doze nas respectivas unidades de ordenha da sala modelo
espinha de peixe, duplo seis, para inicio do protocolo tradicional de higiene pré-
ordenha baseado na remocao mecanica da sujeira aderida a pele dos tetos com
auxilio da mao das ordenhadoras, seguida do teste da caneca de fundo preto para
deteccdo de casos de mastite clinica, descarte dos trés primeiros jatos de leite de

cada teto e posterior sanitizacao.

2

A sanitizacao foi realizada com o auxilio de um frasco do tipo “onway’
(sem retorno), como apresentado na figura 2.1, propiciando adequada imersao e
envolvimento da pele dos tetos dos animais com o sanitizante em uso, aplicado
em movimentos ascendentes e descendentes do frasco, durante um periodo de

contato de 30 segundos.
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Figura 2.1 — Processo de Sanitizacao dos Tetos com a utilizacéo de frasco
lavador tipo one way.

2.2.3 Sanitizantes

2.2.3.1 Agua Ozonizada

A agua de abastecimento da propriedade foi ozonizada a concentracao
de 2,0mg.mL" em uma cuba de aco inoxidavel com capacidade de 50 litros, por
borbulhamento, através de um sistema de recirculacdo. O gerador de oz6nio
utilizado foi o0 modelo PNZ 714®, da empresa Panozon, dotado de concentrador de
oxigénio a 90-95% de pureza, tanque de contato, sistema de injecdo com bomba
para filtracdo e sensor de potencial de 6xido reducao para garantir a transferéncia
eficiente do 0z6nio gerado para a 4gua, além de um tanque de gaseificacdo com a
funcdo de separar o 0zénio produzido na forma de gas, retirando-o e enviando-o,
através de tubulacdo, para um circuito externo de conversdo do mesmo em

oxigénio.

A fim de se comprovar que a concentragdo do 0z6nio se manteria
estavel & concentracdo de 2 mg.mL™" durante a realizagdo de todas as etapas e
procedimentos do experimento foi utilizado um método colorimétrico, que consiste
na diluicdo de um sache contendo reagente em pé N-Dietil-P-Fenilenodiamina na
agua ozonizada. Esta diluicdo desenvolve uma cor rosada de intensidade variavel
que indica o teor de ozénio contido na agua.
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2.2.3.2 Clorexidina — Cetrimida

Foi utilizado o sanitizante comercial Clorexidina-Cetrimida, da empresa
Chemitec®, & base de digluconato de clorexidina a 20% e cloreto de cetrimdnio

(cetrimida), antisséptico pronto para uso com clorexidina a concentracéao de 2%.

2.2.4 Swab-Test dos Tetos das Vacas

Na técnica de swab-test foram utilizadas hastes flexiveis com pontas de
algodao esterilizadas e descartaveis da marca comercial Sterile®.Para determinar
as populagées iniciais dos microrganismos em estudo foram realizados, na
chegada dos animais em suas unidades individuais de ordenha, esfregagos nos
quatro tetos de cada animal, perfazendo 48 tetos analisados. Novo esfregaco foi
realizado nos 48 tetos imediatamente ap6s o procedimento de sanitizagdo e
secagem dos mesmos para enumeracao das populacdes microbianas

remanescentes.

Os animais selecionados para avaliacdo foram tratados anteriormente
ao experimento, pelo prazo de uma semana, utilizando-se agua ozonizada no pré-

dipping das trés ordenhas do dia.

Ao final de uma semana foram realizadas as coletas dos swabs dos
tetos para avaliagdo da eficacia dos sanitizantes. Tal procedimento foi adotado
com o intuito de eliminar a agéo da solucéo de clorexidina utilizada no protocolo de
rotina da fazenda e também para observar possiveis efeitos do ozénio sobre a
pele. Os mesmos procedimentos de sanitizacdo e coleta foram utilizados para o
grupo clorexidina 2%, possibilitando dessa forma, a comparacao da ag¢ao dos dois

sanitizantes.

Para efeito de calculos de superficie os tetos das vacas foram
considerados como sendo um cilindro apresentando em média, obtida de doze
vacas, 4,0 cm de didmetro. A altura da area amostrada foi de 2,5 cm, medida nos
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tetos no momento da coleta, conforme ilustra a figura 2.2, a fim de totalizar uma

area amostrada, aproximada, de 10 cm?.

Figura 2.2 — Area média dos tetos amostrados.

Apébs a coleta dos swabs da pele dos tetos tratados, os mesmos foram
colocados em tubos de ensaio contendo 9mL de solugdo tampdo e agitados
vigorosamente a fim de remover totalmente os residuos aderidos durante a coleta

para analise microbiol6gica em triplicata.

Foram colhidas amostra de leite de cada teto, de cada animal,
imediatamente apds o procedimento de sanitizacdo e swab-test, e mantidas
armazenadas sob refrigeracédo a 4°C, até o momento da realizagéo das analises

fisico-quimicas e microbiolégicas, em triplicata.

2.2.5 Analises laboratoriais

Todas as anadlises laboratoriais foram realizadas em triplicata no
Laboratério do Laticinio da Fazenda da Aeronautica de Pirassununga (FAYS),

imediatamente apds as coletas.
2.2.5.1 Analises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimicas de composicao (gordura e proteina) foram
feitas utilizando-se o método infravermelho com o analisador Ekomilk M, modelo
Milkama Kam 98-2A, aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento. A calibracdo e metodologia de andlise seguida foi a descrita nas
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instru¢cdes do equipamento. Foi realizada ainda analise de pH, de acordo com
técnica descrita por Brasil (2006).

2.2.,5.2 Analises Microbiolégicas

A partir da suspensao contida nos tubos de ensaio com os swabs em
solucdo tampao foram preparadas diluicdes decimais seriadas com agua
peptonada 0,1% para contagem de Staphylococcus sp., aerobios mesofilos,
enterobactérias. Das amostras de leite in natura, foram tomadas aliquotas de 25
mL e diluidas em 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1% e preparadas as
diluicbes decimais seriadas com agua salina peptonada para determinacao das
contagens total, psicrotréficos, mesofilos, enterobactérias e Staphylococcus sp..

Para a contagem de microrganismos mesoéfilos, contagem total e
psicrotréficos foram utilizados o Agar Plate Count - DIFCO® (PCA); para
enterobactérias, o Agar Violet Red Bile Dextrose - DIFCO®(VRBA), para
Staphylococcus sp.o Agar Baird Parker - DIFCO®(BP).

As contagens dos microrganismos pesquisados foram determinadas em
triplicata transferindo-se 1 mL de cada diluicdo preparada a partir das amostras de
swab e/ou leite in natura, para placas de Petri nas quais foram adicionados os
meios de cultura especificos, previamente fundidos e resfriados a 45-46°C. As
placas foram incubadas a 35°C por 48 horas para contagem total, aerdbios
mesofilos, enterobactérias, Staphylococcus sp. e, a 7°C por 10 dias para
psicrotroficos. Apds os periodos de incubacao foram contadas as placas com 25 a
250 colbnias e aplicados os respectivos fatores de corre¢cdo para cada diluicdo
(APHA, 1992). Os resultados foram expressos em UFC.10cm™ para os swabs e

por UFC.mL™" para as amostras de leite.
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2.3 Analises Estatisticas
2.3.1 Sanitizacao dos tetos

Na avaliacdo da sanitizacdo dos tetos foi considerado delineamento
inteiramente casualizado com 2 tratamentos (higienizagcdo com clorexidina® 2%
ou 0z6nio na concentragdo de 2,0mg.L™") e 96 repeticdes para cada tratamento,
totalizando 198 unidades experimentais, onde cada teto foi considerado como
unidade experimental. Foram realizadas as contagens de mesofilos aerdbios,
enterobactérias e Staphylococcus sp.,

No caso do leite in natura foi considerado delineamento inteiramente
casualizado com 2 tratamentos (higienizacdo com clorexidina® ou ozbénio X
concentracdo 2,0mgL™) e 24 repeticdes para cada tratamento, totalizando 48
unidades experimentais, onde cada unidade experimental foi constituida por 25
mL de leite. Foram realizadas as contagens de psicotroficos, coliformes totais,

enterobactérias e Staphylococcus sp.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das varidncias e os dados que n&o respeitaram as premissas
estatisticas foram submetidos a transformacgao logaritimica [Log(x+1)]. Para a
andlise do efeito dos tratamentos foi utilizado o Teste T-student através do
procedimento TTEST do software estatistico SAS (SAS, 2004).

O modelo matematico utilizado foi:

yi=m+ti+ecomi=1ou2ej=1,2,..,96

onde:

yij € o valor observado da j-ésima parcela (repeticdo) que recebeu o tratamento i;
m é uma constante (média geral) comum a todas as observagoes;

t € o efeito do i-ésimo tratamento (ou nivel do fator) aplicado na parcela;

ej € o efeito dos fatores ndo controlados na parcela.
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Frente a grande variacdo dos desvios-padroes e em funcdo da
magnitude das medidas, calculados nos dois tratamentos para cada
microrganismo estudado, efetuaram-se os calculos através do logaritmico de cada
determinacdo, calculando-se a seguir o numero de reducbes decimais
(Logreducao), bem como os novos valores de desvios-padrées a partir da média
determinada. Desta forma, a utilizacdo do logaritmo das contagens teve como
objetivo corrigir a normalidade dos residuos e manter a homogeneidade das

variancias.

As reducbes decimais (NRD) foram calculadas por meio da seguinte

formula:

NRD (Logredugéo) = logcontagem inicial) — 109 (contagem apés tratamento)

2.4 Resultados e Discussao

Os resultados dos tratamentos realizados com clorexidina e agua
ozonizada na pele dos tetos das vacas leiteiras antes do processo de ordenha s&o
demonstrados, por meio da média dos logaritmos das contagens de
microrganismos mesofilos, enterobactérias e Staphylococcus sp., nas tabelas ,

2.1, 2.2 e 2.3, respectivamente.

Assim, os resultados foram avaliados a partir do logaritmo das
contagens antes da higienizagdo (AH), ap6s a sanitizacdo (DH), e da reducédo

obtida com a higienizacao (reducao decimal).
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Tabela 2.1 — Acdo da clorexidina 2% e da agua ozonizada na concentragéo de
2,0mg.L-1, utilizados como pré-dipping, em 96 tetos, durante 30s, na reducédo da
contagem de mesodfilos aerdbios na pele de tetos de vacas leiteiras da raca
holandesa

Clorexidina Ozbnio
Variavel P
média + desvio padrao média * desvio padrao
LogAH 5,44% + 0,62 517° + 0,72 0,0064
LogDH 3,08% + 0,73 2,68° + 0,39 <0,0001
NRD 2,36% + 0,63 2,52% + 0,73 0,0892

Médias que tiveram P<0,05 foram consideradas estatisticamente diferentes pelo
Teste T-student, onde AH - antes da higienizacao; DH - depois da higienizacao e
NRD - Numero de Reducdes Decimais.

As contagem iniciais (AH) da pele dos tetos das vacas no momento em
que elas chegaram para a ordenha apresentaram contagem de microrganismos
aerébios mesdfilos de 6,69 X 10° e 4,23 X 10° UFC/10cm?, antes dos tratamentos
com clorexidina e ozbénio, respectivamente. Observa-se que estas contagens
apresentam diferengas significativas. Tendo em vista que o ambiente em que os
animais se encontram esta diretamente relacionado com contaminacao dos tetos
por aerdbios mesdfilos, podemos concluir que as diferencas entre as médias dos
tetos de todas as vacas, que se apresentaram para o tratamento, sdo esperadas.

Observa-se, ainda, que as contagens iniciais demonstradas na tabela
2.1 confirmam o encontrado por Fagan et al. (2005) que foi de 1,09x10°UFC.cm™,
porém diferentes das verificadas por Amaral et al. (2004) que foi de 5,34x10"
UFC.cm?.

Apds o tratamento com agua ozonizada na concentragdo de 2 mg.L" e
clorexidina a 2%, verificou-se na tabela 2.1 que as contagens de Aerdbios
mesofilos foram reduzidas a 6,12x10? e 5,6x10° UFC/10cm?, respectivamente.

Assim como para as contagens iniciais (AH), observa-se que os valores de
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microrganismos apos a higienizagdo (DH) também foram diferentes estaticamente
para o teste realizado.

Entretanto, o numero de reducbes decimais de microrganismos
aerdbios mesodfilos, para clorexidina e agua ozonizada, foi de 2,36 e 2,52 ciclos
logaritmicos, respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre eles,
0 que indica que ambos os sanitizantes foram eficazes na reducéo da populacédo

estudada.

Brito et al. (2000) obtiveram resultados similares ao deste estudo, uma
vez que observaram uma reducdao média significativa de 2,20 ciclos logaritmicos
na contagem total de bactérias na superficie dos tetos de vacas submetidas a pre-
dipping com imersdao em solucdo a base de iodo (4.000 ppm) seguida de
secagem. Ja para desinfeccdo efetuada com toalhas de papel desinfetante
contendo etanol, cetrimida, digluconato de clorexidina e agua, a reducdao média
significativa foi de 2,4 ciclos logaritmicos e semelhante a encontrada para

clorexidina e agua oxonizada, conforme na tabela 2.

Fagan et al. (2005) verificaram que o pré-dipping realizado através de
imersao direta dos tetos em solucdo de hipoclorito de sédio (750 ppm) reduziu a
contagem de aerdbios meséfilos de 6,1x10* UFC/cm? para 3,1x10° UFC/cm?, e a
de psicrotréficos de 3,6x10° UFC/cm? para 6,7x10? UFC/cm?. Quando os tetos
foram lavados com 4gua anteriormente a imersao em hipoclorito de sodio (750
ppm) as reducdes observadas foram de 2,1x10°> UFC/cm? para 3,9x10% UFC/cm? e
de 2,9x10* UFC/cm? para 5,1x10° UFC/cm? para aerdbios mesdfilos e
psicrotréficos, respectivamente. Quanto a lavagem dos tetos somente com agua,
observaram-se redugdes para aerdbios meséfilos de 5,5x10* UFC/cm? para
3,8x10* UFC/cm?® e para psicrotréficos de 5,5x10° UFC/cm?® para 2,1x10°
UFC/cm?.
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As redugbes logaritmicas encontradas por Fagan et al. (2005), quando
utilizado o efeito combinado de lavagem com &agua e imersdo dos tetos no

hipoclorito de sédio s&do semelhantes ao verificado na tabela 2.1.

Conforme apresentado na tabela 2.2 verificou-se que, para as
enterobactérias, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significativas
para as contagens iniciais e apds a higienizacao.

Tabela 2.2 — Acao da clorexidina 2% e da agua ozonizada na concentracao de
2,0mg.L™, utilizados como pré-dipping, em 96 tetos, durante 30s, na reducéo da
contagem de enterobactérias na pele de tetos de vacas leiteiras da racga
holandesa.

Variavel Clorexidina Ozbnio P
média + desvio padrao média * desvio padrao
LogAH 2,34% + 0,89 2,562% + 1,26 0,2538
LogDH 1,24% + 0,58 1,102 + 0,66 0,1216
NRD 1,16% + 0,58 1,50° + 0,91 0,002

Médias que tiveram P<0,05 foram consideradas estatisticamente diferentes pelo
Teste T-student, onde AH - antes da higienizacao; DH - depois da higienizacao e
NRD - Numero de Reducdes Decimais.

No momento em que as vacas chegaram na estacdo de ordenha
apresentaram contagens médias de 1,0X10° e 3,4X10° UFC/10cm?® de
enterobactérias para os lotes que seriam tratados com clorexidina e agua
ozonizada, respectivamente. Apoés os referidos tratamentos os resultados foram
de 5,0X10 e 6,4X10 UFC/10cm?, respectivamente.

Desta forma os tratamentos com clorexidina e agua ozonizada
apresentaram redugdes decimais de 1,16 e 1,50 ciclos logaritmicos,
respectivamente. Estes reducdes foram significativamente diferentes para p<0,05,

sendo que a agua ozonizada apresentou maior eficiéncia que a clorexidina.

A tabela 2.3 demonstra os dados para Staphylococcus sp., que é um
microrganismo de elevada importdncia por ser um dos responsaveis pela

ocorréncia de mastite clinica e subclinica em rebanhos leiteiros.
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Tabela 2.3 — Acao da clorexidina 2% e da agua ozonizada na concentragéo de
2,0mg.L™", utilizados como pré-dipping, em 96 tetos, durante 30s, na reducdo da
contagem de Staphylococcus sp na pele de tetos de vacas leiteiras da raca
holandesa.

Variavel Clorexidina Oz6nio P
média £ desvio padrao média + desvio padrao
LogAH 4,092 + 0,80 3,92% + 0,88 0,1731
LogDH 2,072 + 0,50 1,44° + 0,70 <,0001
NRD 2,03% + 0,63 1,992 + 0,82 0,7474

Médias que tiveram P<0,05 foram consideradas estatisticamente diferentes pelo
Teste T-student, onde AH - antes da higienizacédo; DH - depois da higienizacao e
NRD - Numero de Reducdes Decimais.

Foi observado que o rebanho em estudo neste trabalho apresentou
uma média de Staphylococcus sp, antes da sanitizacdo com clorexidina ou agua
ozonizada, de 5,3X10* e 6,2X10* UFC/10cm? nao apresentando diferencas

estatisticas para os tratamentos.

Santos (2006) analisou o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de
amostras de Staphylococcus sp. e enterobactérias isoladas de mastite recorrente
e averiguou que o Staphylococcus aureus tem sido o mais frequentemente
isolado tanto de infecgdes clinicas como subclinicas em vacas leiteiras, porém o
Staphylococcus sp. se destaca pela capacidade de ser ou se tornar resistente a
um grande numero de antibidticos. Espécies desse género, isolados em ambiente
hospitalar humano, tém mostrado perfil de multiresisténcia, sendo que o uso
frequente e indiscrimado de antimicrobianos estd associado ao agravamento

dessa resisténcia.

As andlises realizadas ap6s o tratamento com clorexidina e agua
ozonizada apresentaram contagem de Staphylococcus spp. de 2,23X10% e
7,9X10 UFC/10cm?, respectivamente. Estas contagens representam reducgdes
decimais, em relacdo as contagens anteriores a sanitizacdo de 2,03 e 1,99 ciclos

logaritmos, respectivamente.
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A figura 2.3 apresenta o frasco utilizado para imersé&o dos tetos com os
sanitizantes. O sanitizante representado é a agua ozonizada a concentracao de
2,0mg.L™".

Figura 2.3 — Frasco Lavador revelando depésito de areia junto ao fundo

Observou-se como fator favoravel na utilizacdo da solucdo de agua
ozonizada na concentracdo de 2,0mg.L”" em relacdo a clorexidina 2%, a sua
tensdo superficial, que permitiu uma maior molhabilidade dos tetos, lavando e
sanitizando-os de forma mais efetiva. Fato este comprovado pelo residuo de
sujeira dos tetos depositado no fundo do frasco lavador ap6s cada uma das
aplicacoes, conforme ilustrado na figura 2.3.

As retiradas destas sujidades representam, teoricamente, um produto
final de melhor qualidade, além de evitar danos ao equipamento de ordenha, o
que representa, desta forma, maior economia financeira para os produtores.

E interessante salientar, ainda, que as vacas e novilhas ficaram sob
observagdo e acompanhamento visual durante todo o periodo do experimento e,
por sete dias, apds o tratamento com os sanitizantes em questdo, nao tendo sido
constatados nenhum efeito adverso, como irritacao ou edema, junto a superficie
dos tetos dos animais amostrados, bem como alteracées de comportamento dos

mesmaos.

A tabela 2.4 apresenta o logaritmico das contagens de microrganismos
psicotréficos, Staphylococcus sp, enterobactéreas e contagem total no leite in
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natura, ap0s a sanitizacdo dos tetos com clorexidina 2% e agua ozonizada na
concentracgdo de 2,0mg.L™".

As contagens de psicrotroficos, Staphylococcus sp, enterobactérias e
contagem total realizadas no leite in natura, foram de 3,21x10° 2,01x10",
4,75x10" e 1,82x10°UFC.mL™", respectivamente para os tetos tratados com
clorexidina a 2% e de 2,07x10°, 5,69x10°, <1 e 1,90x10® UFC.mL™, para os tetos

tratados com 4agua ozonizada a 2,0mgL™".

Tabela 2.4 — Média do logaritmo da contagem bacteriana do leite in natura apés a
sanitizag?o dos tetos com clorexidina 2% e agua ozonizada na concentragdo de
2,0mg.L".

Variavel Corexidina Ozbnio P
média + desvio padrao média + desvio padrao
Psicotréficos 3,372 + 0,36 3,12° + 0,40 0,0273
Sthafilococcus spp 0,322 £ 0,75 0,212% + 0,56 0,5360
Enterobactérias 0,482 + 0,96 0,01° + 0,00 0,0226
Contagem Total 3,062 + 0,36 3,072 £ 0,39 0,9446

Médias que tiveram P<0,05 foram consideradas estatisticamente diferentes pelo Teste T-
student.

Os valores médios verificados na tabela 2.4, em alguns casos,
apresentaram valores menores que seus respectivos desvios-padrdes, situagcédo
essa decorrente das caracteristicas individual de cada animal amostrado, podendo
a vaca apresentar um quadro de contaminagdo maior ou menor comparado com o

restante do rebanho.

E valido lembrar, que cada teto representou uma unidade de leite
individual em cada animal, ndo havendo interligacao entre os quartos mamarios, e
que os dois tratamentos dispensados tiveram acdo apenas sobre a superficie
externa dos tetos, ndo havendo, acao sobre parte interna dos tetos dos animais.

Constata-se, de acordo com a tabela 2.4, que a qualidade do leite, no
que diz respeito as bactérias psicotréficas e enterobactérias apresentou diferencas
significativas (P<0,05), resultando em uma melhor condicdo para a &gua
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ozonizada em relagao a clorexidina. Para Staphylococcus sp e contagem total ndo
houve diferenca significativa entre os dois tratamentos (P>0,05).

Na Unido Européia, a legislacdo sobre higiene aplicavel a produtos
lacteos foi alterada em 01 de janeiro de 2006 com a revogacdo da Diretriz de
Higiene em Laticinios 92/46/EEC. Nessa diretriz, foi estabelecido que deve haver
uma contagem total maxima de 3,0x10° UFC.mL" para leite in natura destinado a
ingestdo e que nao tenha passado por nenhum tratamento nas 36 horas de
aceitacdo (KOMOROWSKI, 2006). Desta forma, conclui-se que o leite do estudo
em questao permanece de acordo com a legislagao européia.

Todavia, no Brasil, evidéncias de que o leite produzido e consumido
nao apresenta, em sua totalidade, a qualidade desejada, resultaram no
desenvolvimento de novas politicas de incentivo a producéo leiteira, envolvendo
os setores cientificos e econdmicos da area, em busca de alternativas para alterar
esse panorama. Como fruto das novas politicas de desenvolvimento, foi publicada
a da Instrucdo Normativa (IN) 51 (BRASIL, 2002), que abrange os Regulamentos
Técnicos de Producao, ldentidade e Qualidade do Leite tipo A, do Leite tipo B, do
Leite tipo C, do Leite Pasteurizado e do Leite In natura Refrigerado e o
Regulamento Técnico da Coleta de Leite /In natura Refrigerado e seu Transporte a
Granel, que define, dentre outros requisitos, que a contagem total de
microrganismos para a regido sudeste de 01 julho de 2007 até 01 de julho de 2011
deve ser no maximo 7,5X10° UFC.mL™.

Desta forma, os resultados encontrados na tabela 2.5 atendem
plenamente o previsto na legislagdo atual para ambos o0s sanitizantes. Estes
resultados mostram, ainda, que a clorexidina pode ser substituida pelo 0zénio sem
maiores transtornos para a qualidade final do leite in natura.

Pinto et al. (2006) determinaram a contagem de bactérias mesofilicas e
psicrotroficas em amostras de leite in natura refrigerado de tanques de

fornecedores de um laticinio mineiro e os menores resultados encontrados
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guardam consisténcia aos verificados na tabela 2.4. Para bactérias mesofilicas,
verificaram uma contagem variando de 2,5x10° a 3,0x10° UFC.mL" e, para
psicrotréficas, as contagens variaram de 2,0x10% a 1,0x10” UFC.mL™". Concluiram
que as altas contagens obtidas podem estar relacionadas a inadequados
processos de higienizacdo na ordenha e nos tanques de armazenamento e as

falhas na producéo.

A tabela 2.5 apresenta as médias aritméticas e desvio padrao do leite in
natura colhido apds a sanitizacdo dos tetos das vacas com clorexidina 2% e agua

ozonizada na concentragdo de 2,0mg.L™".

Tabela 2.5 — Efeito da clorexidina 2% e agua ozonizada na concentragdo de
2,0mg.L"" sobre parametros fisico-quimica do leite in natura.

Variavel Clorexidina Ozbnio P
média £ desvio padrao média * desvio padrao
Proteina (%) 3,342 + 0,02 3,35% + 0,03 0,1293
Gordura (%) 3,422 + 0,10 3,38% + 0,11 0,4256
pH 6,582 + 0,06 6,612 + 0,07 0,0993

Médias que tiveram P<0,05 foram consideradas estatisticamente diferentes pelo Teste T-
student.

Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os
sanitizantes. Observa-se que os resultados atendem a Instrucdo Normativa 51
(BRASIL, 2002) que prevé para os parametros proteina e gordura os valores
minimos de 2,99/100g e 3,09/100g, respectivamente. O leite in natura € levemente

acido com pH variando entre 6,5 e 6,7.

2.5 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a agua
ozonizada, na concentracdo de 2,0mg.L"', pode substituir a utilizacdo de
clorexidina 2% na sanitizagdo da pele de tetos de vacas leiteiras da raga
holandesa, sem prejuizo para a qualidade microbioldgica e fisico quimica do leite
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in natura, indicando que o produto atende o previsto na Instrucdo Normativa N° 51
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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CAPiTULS) ll. EFEITO DO BORBULHAMENTO DO G,l-'\S OZONIO SOBRE A
POPULACAO DE PSICOTROFICOS, AEROBIOS MESOFILOS E CONTAGEM
BACTERIANA TOTAL NO LEITE /N NATURA

Resumo

O Agronegocio do Leite e seus derivados desempenham um papel relevante no
suprimento de alimentos e na geragcao de emprego e renda para a populagao,
envolvendo varios setores da economia. Métodos que utilizam calor, pressdes
elevadas, meios fisicos e gases com efeito antimicrobiano sdo empregados para
reduzir a contaminacado do leite e, consequentemente, aumentar sua vida de
prateleira. A partir da exigéncia dos consumidores por produtos mais seguros,
assim como tratamentos alternativos para reducao da contaminag¢ao de alimentos,
verificou-se 0 0z6nio como uma alternativa para a eliminacdo de microrganismos
em alimentos. Objetivou-se com esse trabalho estudar a acdo do gas ozénio, por
borbulhamento, como tratamento do leite in natura, avaliando a qualidade do
mesmo, a partir das contagens das populagées de microrganismos psicotroéficos,
contagem bacteriana total, bolores e leveduras, enterobactérias, pesquisa de
Staphylococcus aureus e Salmonella spp., bem como acompanhar a composicao
fisico-quimica (gordura, proteina, acidez, densidade, acidez, extrato seco
desengordurado e pH). Foram selecionadas 24 vacas leiteiras da raca holandesa
nao submetidas ao tratamento com antibiéticos. Ap6s a ordenha foram retirados
20 litros de leite do tanque reservatério, a partir do qual se retirou amostras para
andlises microbiolégicas e fisico-quimicas iniciais. Foi realizado um delineamento
experimental casualizado e os dados foram avaliados quanto a normalidade dos
residuos e homogeneidade das variancias. Para as comparagdes entre as médias
foram realizadas utilizando-se o Teste de Tukey. Para a contagem inicial (branco)
de microrganismos aerdbios mesofilos (contagem total), enterobactérias,
psicotréficos, Staphg/lococcus e bolores e leveduras foram encontradas 1,53X10%;
2,47X10% 1,03X10% 1,47X10% 5,03X10° UFC.mL", respectivamente. Nao foi
encontrada salmonella em nenhuma amostra de 25mL de leite. ApGs a aplicagédo
do tratamento com gas 0zdnio na concentragdo de 1,5 mg L' por 5 minutos ndo
verificou-se diferengas significativas para as variaveis, porém no tratamento
durante 10 minutos foi observado uma reducdo, com diferencas significativas
(P<0,05), em relacao a carga inicial, de 0,59; 0,53 e 0,25 ciclos logaritmicos para
as contagens de enterobactérias, Staphylococcus sp. e bolores e leveduras,
respectivamente. Apds 15 minutos de exposicao do leite in natura ao gas o0zonio
na concentragdo de 1,5 mg L™ verificou-se que as contagens de microrganismos
aerdbios mesdfilos, enterobactérias, psicotréficos e Staphylococcus sp.e bolores e
leveduras foram de 3,77X10°%; 2,67X10; 7,60X10% 1,33X10 E 1,67X10° UFC.mL",
respectivamente. Os tratamentos com gas 0zénio na concentragdo de 1,5 mg.L™,
nos tempos de 5, 10 e 15 minutos ndo demonstraram, para P<0,05, diferencas
significativas para os parametros fisico quimicos estudados, exceto, para a
densidade.

Palavras-chave: leite, 0zOnio, analises microbiolédgicas e fisico quimicas.
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CHAPTER Ill. OZONE GAS BUBBLING EFFECT ON THE POPULATION OF
PSYCHOTROPHIC, AEROBIC MESOPHILIC AND TOTAL BACTERIAL
COUNT IN RAW MILK

Abstract

Milk agribusiness and its derivatives play an important role infood supply,
generation of employment and income, involving many economy areas. Methods
that use heat, high pressure, physical means and gases with antimicrobial
effect are employed to reduce the contamination of milk and consequently,
increase its shelf life. With the consumers’ demand for safer products, the need
for a powerful antimicrobial and alternative  treatments to reduce food
contamination, ozone has been studied for the elimination of microorganisms in
food.The objective of this work was to study the raw milk treatment by the action of
ozone gas bubbling, evaluating its quality from the psychotrophic microorganisms
population count, total bacterial count, yeasts and molds, Enterobacteriaceae,
search for Staphylococcus aureus and Salmonella spp., as well as monitor the
physicochemical composition (fat, protein, acidity, density, acidity, dry defatted
extract and pH). 24 Holstein dairy cows were selected, not subjected to antibiotics
treatment. After milking, 20 liters of milk were taken from the reservoir tank, and
then samples were extracted for initial microbiological and physicochemical
analysis. We conducted arandomized experimental design and data were
evaluated  fornormality @ of  residuals and homogeneity of  variance.
Comparisons between means were performed using the Tukey test. For the initial
count (white) of aerobic mesophilic microorganisms (total count)
Enterobacteria, Psicotroficos, Staphylococcus, yeasts and molds were found 1.53
x 10*,2.47 x 10% 1.03 x 103 1.47 x 10% 5.03 x 10° UFC.mL", respectively.
Salmonella was not foundin any milk sample. After applying the treatment
with ozone gasat a concentraton of1.5mgL'for 5 minutes, there
were no significant differences for the variables, but for the 10-minute treatment
a reduction was observed with significant differences (P <0 05), for the initial
load of 0.59, 0.53 and 0.25 log-cycles for the counts of Enterobactereacea,
Staphylococcus sp., molds and yeasts, respectively. After 15 minutes of raw milk
exposure inthe ozone gas concentration of 1.5mgL™, it was verified that the
counts of mesophilic aerobic, psychotrophic, Enterobacteriaceae and
Staphylococcus sp., yeasts and molds were 3.77 x 10%; 2.67 x 10, 7.60 x 10% 1.33
x 10 and 1.67 x 102UFC.mL", respectively. The treatments with ozone gas at a
concentraton of 1.5mg L' at 5 10 and 15 minutesdid not show (P
<0.05) significant  differences in the studied physicochemical parameters ,
except for the density.

Keywords: milk, ozone, microbiological and physicochemical analysis.
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3.1 Introducao

A partir da década de 1990, em nivel mundial, observou-se a ocorréncia
de intensa competi¢do, acentuada mudanca tecnolégica e difusao de informacgdes,
abertura comercial, regulamentacdo dos mercados, globalizacdo e formagéao de
blocos econémicos. Esses processos implicaram em transformacdes nos cenarios
mundial, nacional e regional, e seus impactos foram sentidos nas diversas
atividades econOmicas brasileiras, dentre elas a pecuaria leiteira (GOBBI, 2006).
Novas exigéncias foram delineadas para esse setor, tais como: maior tecnologia,
conhecimento, qualidade e especializagao (GOBBI, 2006; HUNT et al., 2009).

Devido ao seu elevado teor de nutrientes, a disponibilidade de agua e
ao pH préximo a neutralidade, o leite constitui um substrato favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos oriundos de processos fermentativos, o que €
desejavel para a industria de laticinios. Em contrapartida, também favorece o
crescimento de microrganismos patogénicos e deterioradores, caso nao haja um

conjunto de agdes preventivas ao longo da cadeia produtiva (DAHMER, 2006).

A qualidade microbiolégica do leite in natura produzido em varias
regides do pais é bem conhecida (BELMONTE e LAGO, 2004; PONSANO et al,
2004), predominando as altas contagens de aerdbios mesdéfilos e de coliformes,
que sao indicativas de contaminagao durante o processamento e armazenamento.
Também ¢é relatada a presenga de microrganismos psicrotroficos, que séo
deteriorantes e produtores de enzimas que comprometem a qualidade dos
produtos finais, ap6s o0 processamento. Estes microrganismos, que sao
incorporados ao leite em funcao da higienizagao deficiente em etapas da producéo
e durante o armazenamento em temperaturas de refrigeracdo nao controladas,
tém a oportunidade de multiplicarem-se e causarem deterioracdo no leite.
Também é relatada freqlentemente a presengca de coliformes totais e
termotolerantes, sendo estes ultimos originados de matéria fecal e podem estar
presentes também no ambiente e contaminar o leite. Os coliformes, além de

serem indicadores de higiene de producéo, também podem produzir uma série de
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enzimas que comprometem a qualidade dos derivados a que o leite cru é
destinado (MORELLI, 2008).

Métodos que utilizam calor, pressdes elevadas, meios fisicos e gases
com efeito antimicrobiano sdo empregados para reduzir a contaminagao do leite e,
consequentemente, aumentar sua vida de prateleira. Segundo Muir (1996), a
maneira mais efetiva e simples de reduzir o numero de bactérias no leite é
aplicando um tratamento térmico. Entretanto, a eficacia do tratamento é
determinada pela temperatura e tempo de aquecimento. Dos tratamentos
térmicos, o mais amplamente empregado € a pasteurizagdo que, embora elimine
completamente as bactérias patogénicas do leite, ndo elimina esporos de
bactérias psicrotréficas, principalmente bacilos, dentre os quais, B. cereus, B.
circulans e B. mycoides que sao capazes de se desenvolver em produtos

refrigerados.

Com wuma matéria-prima com esse perfil microbiol6gico, o
beneficiamento desse produto dificilmente gera uma melhoria significativa desse
parametro de qualidade. Assim, no Brasil € comum observar a comercializacao de
leite pasteurizado com baixa qualidade microbiolégica, independente do tipo. Além
dos problemas mencionados em relacdo ao leite in natura, que se mantém no
produto beneficiado, muitas vezes detecta-se um beneficiamento ineficiente, sem
a reducgdo satisfatéria dos microrganismos deteriorantes e, além de muitas vezes
ser relatada contaminagdo ap6s o processo de pasteurizagdo, que resultam em
baixa qualidade do produto final (MONTEIRO et al, 2004).

Desta forma, existe a necessidade de um antimicrobiano potente, assim
como tratamentos alternativos para reducdo da contaminacdo de alimentos. A
industria alimenticia estd pesquisando sanitizantes que sejam efetivos contra
patdgenos e seguros para o uso em suas ‘plantas’. Um dos candidatos € o ozénio
gue esta sendo utilizado como sanitizante no tratamento de aguas na Europa
desde o inicio do século XX (KIM et al., 1999).
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O ozbnio é um gas incolor de odor pungente, instavel e parcialmente
solivel em agua, que se destaca por seu elevado poder oxidante. E um forte
agente desinfetante com acdo sobre uma grande variedade de organismos
patogénicos, incluindo bactérias, virus e protozoarios, apresentado uma eficiéncia
germicida que excede ao cloro(KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001).

O ozbnio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da
célula microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua ag¢do antimicrobiana é
decorrente da oxidacdo de glicolipideos, glicoproteinas e aminoacidos da parede
celular, alterando a permeabilidade e causando sua rapida lise. O ozénio ataca
também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o colapso da atividade
enzimatica celular. Além disso, sua acdo sobre o material nuclear dos
microrganismos altera as bases puricas e pirimidicas dos acidos nucléicos, como
ocorre com alguns virus, onde o ozbnio destr6i seu RNA além de alterar as

cadeias polipeptidicas do capsideo protéico (SILVEIRA, 2004).

O objetivo desse trabalho foi estudar a acdo do gas ozbnio, por
borbulhamento, como tratamento do leite in natura, avaliando a qualidade do
mesmo, a partir das contagens das populacées de microrganismos psicotroficos,
contagem bacteriana total, bolores e leveduras, enterobactérias, pesquisa de
Staphylococcus aureus e Salmonella spp., bem como acompanhar a composicao
fisico-quimica do leite, com e sem o tratamento, a partir das determinagdes de
gordura, proteina, acidez, densidade, extrato seco desengordurado e pH.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Matéria-Prima

Foram selecionadas 24 vacas leiteiras da raca holandesa do rebanho
da Fazenda da Aeronautica de Pirassununga (FAYS) com histérico (emitido pela
Clinica do Leite da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz) de contagem
de células somaticas (CCS) igual ou inferior a 500.000 cel.mL™ e ndo submetidas

ao tratamento com antibidticos durante os sete dias anteriores a realizacdo dos
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ensaios. Os animais foram ordenhados apés tratamento de sanitizagao dos tetos
com solugdo de clorexidina a 2%. O leite ordenhado foi mantido em tanque

reservatorio de ago inox, a temperatura de 5 °C, até o momento dos ensaios.

3.3 Gerador de Ozonio

O ozbnio foi gerado a partir do equipamento Interozone — Purificador de
Ar Modelo 485 RT, acoplado a um cilindro de oxigénio, com a finalidade de
aumentar a concentracdo do gas no interior do equipamento (Figura 3.1). Foi
adaptada a saida destinada ao 0zbénio gerado, com uma mangueira contendo em
sua extremidade uma placa porosa de material sintetizado (similar as pedras
porosas utilizadas em aquarios), permitindo que o 0zénio gerado fosse distribuido
no leite em forma de micro bolhas, assim melhorando a transferéncia de massa da
fase gasosa para fase liquida e, consequentemente, atingindo o conteudo de
forma homogénea com uma concentracao final de 1,5 mg L™ de 0zénio, conforme
catalogo do fabricante.

Figura 3.1 — Equipamento gerador de Oz6nio fabricado pela empresa Interozone.

3.4 Tensoativo Polissorbato 80

Para o ensaio foi adicionado ao leite ordenhado e resfriado a 4°C, 0,1%
de Polissorbato 80 (Tween 80®), como agente tensoativo, com a finalidade de
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aumentar a exposicao das populacées de microrganismos e uma efetiva agdo do

gas ozébnio.

3.4.1 Tratamento e Amostragem do Leite com Oz6nio Borbulhado

Apos a ordenha foram retirados 20 litros de leite do tanque reservatorio,
mantidos a uma temperatura de 4°C e transferidos para um tanque de ago inox
menor, sanitizado previamente com acido peracético. Nesse ponto foram retiradas
amostras para analises microbioldgicas e fisico-quimicas, com a finalidade de se

avaliar a qualidade inicial do leite.

A segquir foi adicionado ao tanque, 20 mL de Polissorbato 80 e, com o
auxilio de um agitador mecanico, manteve-se a homogeneizacdo da amostra
durante todo o ensaio. Novas amostras foram retiradas para analises
microbioldgicas e fisico-quimicas, 5 minutos apos a adi¢ao do tensoativo.

A placa para borbulhar o ozbnio foi entdo mergulhada no tanque, a
geracao de ozénio gasoso foi ativada e a agitacdo mantida. Nesse momento foi
iniciado o registro do tempo de aplicacédo do tratamento.

Foram retiradas amostras do leite nos tempos 5, 10 e 15 minutos, apds
0 inicio da aplicagdo do ozbnio a concentracao de 1,5 mgL", sendo realizadas
analises microbioldgicas e fisico-quimicas das mesmas, para avaliacao da eficacia

do tratamento nos diferentes tempos de exposigao.
As andlises foram realizadas em triplicata e o ensaio em duplicata.

3.4.2 Meios de Cultura e Analises Microbioldgicas

Para a contagem de aerdbios mesofilos e bactérias psicrotréficas foi
utilizado o Agar Plate Count (PCA - DIFCO®), para bolores e leveduras, foi
utilizado o Agar Potato Dextrose (PDA - DIFCO®), para enterobactérias e
Staphylococcus sp. foram utilizados respectivamente Agar Violet Red Bile
Dextrose (VRBA - DIFCO®) e Agar Baird Parker (BP - DIFCO®) e para Salmonella
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sp. foram utilizados caldos de enriquecimento lactosado (DIFCO®) e seletivo
Rapapport (DIFCO®), seguidos de Agar Verde Brilhante (VB - DIFCO®) e Agar
Salmonella — Shigella (SS DIFCO®) para isolamento.

3.4.2.1 Preparo da Diluicao Decimal Seriada

Das amostras de leite foram tomadas aliquotas de 25 mL e diluidas em
225 mL de solucdo salina peptonada 0,1% e, a partir desta suspensao, foram

preparadas diluicbes decimais seriadas.
3.4.2.2 Contagem de Microrganismos

Foram realizadas, no laboratério de microbiologia do Laticinio da FAYS,
a enumeracdao de microrganismos psicotréficos, aerobios mesoéfilos (contagem
bacteriana total), bolores e leveduras e de enterobactérias, pesquisa de
Staphylococcus aureus e Salmonella spp., segundo metodologia descrita pela
APHA, 1992.

As contagens dos microrganismos pesquisados foram determinadas em
triplicata transferindo-se 1 mL de cada diluicdo preparada a partir das amostras de
leite in natura, para placas de Petri nas quais foram adicionados os meios de
cultura especificos, previamente fundidos e resfriados a 45-46°C. As placas foram
incubadas a 35°C por 48 horas para aerdbios mesofilos, enterobactérias,
Staphylococcus sp., a 22°C por 48 horas para bolores e leveduras e, a 7°C por 10

dias para psicrotréficos (APHA, 1992).

ApoGs os periodos de incubacao foram contadas as placas com 25 a 250
colénias e aplicados os respectivos fatores de correcao para cada diluicdo. Os
resultados foram expressos em UFC.mL™.

Pesquisa de Salmonella spp.: das amostras de leite foram tomadas
aliquotas de 25 mL que foram homogeneizadas em 225 ml de Caldo Lactosado e
incubados a 35°C por 48 horas. Apds a incubacdo, uma aliquota de 1,0 ml do
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crescimento foi transferido para caldo Rappaport e incubado a 45,5+0,2°C em
banho maria por 24 horas. Apés a incubacéo o crescimento foi repicado em Agar
Verde Brilhante e Agar SS, incubados a 35°C por 24 horas (APHA, 1992). Uma
média de 3 a 4 colbnias tipicas de cada &gar, foram selecionadas para
confirmacdo por meio de provas bioquimicas em Agar Kliger Ferro, Caldo Lisina e
Caldo Uréia, Sistema Bac Tray | e Il (Difco). A sorologia seria seguida com soros
polivalentes “O” e “H”, no entanto, das colbnias suspeitas identificadas nenhuma

foi positiva para Salmonella sp.
3.4.2.3 Analises Fisico-Quimicas

No Laboratério do Laticinio da FAYS, o leite foi avaliado quanto a
composicao de proteina, gordura, acidez, e densidade, seguindo as exigéncias da
Instrugdo Normativa n° 51/2002. Foi utilizado o Ekomilk M, modelo Milkama Kam
98-2A. Este equipamento tem seu uso aprovado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. O pH foi medido utilizando um pHgametro de bancada,

marca Quimis modelo Q400A.

3.5 Analises Estatisticas

Foi realizado um delineamento experimental casualizado com 5
tratamentos (branco — sem tratamento, leite com Tween®, leite com Tween® e
oz6nio por 5 minutos, leite com Tween® e ozdnio por 10 minutos, leite com
Tween® e o0zénio por 15 minutos) e 3 repeticdes para microbiologia. Para analise
fisico-quimica cada tratamento foi composto por 10 repeticbes, onde cada
repeticao foi constituida pela média das analises em ftriplicata.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias e os dados que nao respeitaram as premissas
estatisticas foram submetidos a transformacéo logaritmica [Log(x+1)]. Os dados
originais ou transformados, quando este ultimo procedimento foi necessario, foram
submetidos a andlise de varidncia que separou como causa de variagao apenas o
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efeito de tratamento, as comparacdes entre as médias foram realizadas utilizando-
se 0 Teste de Tukey através do procedimento GLM (General Linear Model) do
pacote estatistico SAS (SAS, 2004). Para separagao dos efeitos de tratamentos foi
utilizada a metodologia dos contrastes como apresentado na tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Esquema dos contrastes ortogonais utilizados para estudo dos
efeitos dos tratamentos

leite com leite com

leite com
Tween®e Tween® e

leite com Tween® e

Efeito branco Tween®  ozonio por ozoqlg por ozoqlg por
5 minutos , .
minutos minutos
branco X Tween® 1 -1 0 0 0
Tween® X Ozbnio 0 3 -1 -1 -1
Linear de Oz6nio 0 -3 -1 1 3
Quadratico de Oz6nio 0 1 -1 -1 1

O modelo matematico utilizado foi:

yi=m+t+ecomi=1,2.5ej=1,2,3.

Onde:

yij € o valor observado da j-ésima parcela (repeticdo) que recebeu o tratamento i;
m é uma constante (média geral) comum a todas as observacgdes;

ti é o efeito do i-ésimo tratamento aplicado na parcela,

ej € o efeito dos fatores n&o controlados na parcela.

As reducgdes decimais (NRD) foram calculadas por meio da seguinte
férmula:

NRD (Logredugéo) = IOg(contagem inicial) — IOg(contagem apos tratamento)-
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3.6 Resultados e Discussao
3.6.1 Tratamentos com OzoOnio

Os resultados para o logaritmo das contagens de microrganismos
obtidos no ensaio para determinagdo das populacdes de aerdbios mesdfilos,
psicotroficos, enterobactérias, Staphylococcus sp. e Salmonella sp., durante
tratamento com gas o0zdnio na concentracdo de 1,5 mg L™, sdo demonstrados na
tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padrao das contagens
de microrge}nismos presentes no leite in natura durante tratamento com gas ozénio
alSmglL .

Leite com Leite com Leite com

Variavel Branco Leite com Tween® e Tween® e Tween® e
Tween® ozbnio por 5 0z6nio por 10 0z6nio por 15

minutos minutos minutos
Contagem total 418* + 0,03 3,78% + 0,58 3,48% + 0,58 3,60% + 0,02 358% + 0,02
Enterobactérias 2,39% + 0,08 2412 + 0,10 2262 + 0,05 1,81° + 0,04 1,43° + 0,10
Psicotroficos 3,01% + 0,03 3,012 + 003 2,93%* + 006 293® + 0,02 2,88° + 0,03

0,05 1,14° + 0,16
0,04 2,22° + 0,08

Staphylococcus sp 216% + 0,09 2,10% + 0,04 2,00% + 0,09 1,64°
Bolores e leveduras  2,70% + 0,04 2,68% + 0,03 2,63% + 0,02 245°

I+

I+

Médias acompanhadas de letras diferentes entre si diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (P<0,05)

Para a contagem inicial (branco) de microrganismos aerébios mesdbfilos,
enterobactérias, psicotréficos, Staphylococcus e bolores e leveduras foram
encontradas 1,53X10% 2,47X10% 1,03X10% 1,47X10% 5,08X10° UFC.mL",

respectivamente. Nao foi encontrada salmonela em nenhuma amostra de leite.

De acordo com o Ministério da Agricultura e Abastecimento, 0 maximo
permitido, quanto aos parametros microbioldgicos, para contagem padrdo em
placas e psicotréficos é de 3,0 x 10°e 3,0 x 10° UFC.mL™", respectivamente. Desta
forma, os valores encontrados neste trabalho estdo de acordo com a legislacao
vigente (BRASIL, 2002).

83



Observa-se, na tabela 3.1, que a adicdo do tensoativo, Tween 80, nao
provocou alteracdes significativas para P<0,05 em nenhum dos microrganismos

estudados.

Apos a aplicagao do tratamento com gas 0zdnio na concentragao de 1,5
mg.L™" por 5 minutos ndo se verificou diferencas significativas para as variaveis,
poréem no tratamento durante 10 minutos foi observado uma redugdo, com
diferencas significativas (P<0,05), em relagéo a carga inicial, de 0,59; 0,53 e 0,25
ciclos logaritmicos para as contagens de enterobactérias, Staphylococcus sp. e

bolores e leveduras, respectivamente.

No tratamento com o gas ozbnio durante 15 minutos notaram-se
resultados com diferencas significativas (P<0,05), em relacdo a amostra controle
(oranco), de 0,97; 0,13; 1,04 e 0,48 ciclos logaritmos para enterobactérias,
psicotréficos, Staphylococcus sp e bolores e leveduras, respectivamente.

Desta forma, apds 15 minutos de exposicao do leite in natura ao gas
ozOnio na concentragdo de 1,5 mg L7 verificou-se que as contagens de
microrganismos aerdbios mesdbfilos, enterobactérias, psicotroficos, Staphylococcus
sp. e bolores e leveduras foi de 3,77X10%; 2,67X10; 7,60X10%; 1,33X10 E 1,67X10?
UFC.mL", respectivamente. Assim, as reducdes para estes mesmos
microrganismos, em relacdo as contagens iniciais, sao de 0,61; 0,97; 0,13; 1,04 e
0,48 ciclos logaritmicos, respectivamente.

Ao comparar o bindmio concentracdo de ozénio X tempo de contato a
partir de outras matérias primas/alimentos constataram-se resultados semelhantes
ao deste trabalho com os encontrados por Ketteringham et al. (2006) que
investigaram o efeito da imersdo de pimentées verdes pré-cortados em agua
ozonizada em distintas concentracées de ozénio (0.30-0.36, 0.38-0.45, e 3.85—
3.95 mg. L") e tempo de imersdo de 10 minutos sobre a contagem de
microrganismos naturais desse vegetal. As reducdes maximas atingidas foram de
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0,66 e 0,72 ciclos logaritmicos de UFC.g" para amostras lavadas somente com

agua e para amostras higienizadas com agua ozonizada, respectivamente.

Comparando os resultados desta pesquisa com a eficiéncia da
pasteurizagao no leite, para a eliminagdo de microrganismos patogénicos e banais
(BRASIL, 2002) observamos que o ozbénio ndo foi totalmente eficiente para
substituir este processo.

Diferentemente dos resultados aqui encontrados, existem trabalhos que
comprovam uma maior eficiéncia do ozénio na eliminacdo de microrganismos em
alimentos como a pesquisa realizada por Achen e Yousef (2001) que determinou a
eficacia do 0zénio na inativacao de E. coli O157:H7 inoculada em macgas mediante
dois tratamentos. No primeiro borbulhou-se o o0zbénio durante a lavagem das
macas e no segundo imergiram-se estas em agua pré-ozonizada (24-25 mg/L),
ambos utilizando um tempo de exposicao de até 3 minutos. O trabalho resultou em
uma reducdo na contagem de E. coli O157:H7 de 3,7 e 2,6 ciclos logaritmicos
para o primeiro e segundo tratamentos, respectivamente. Novake Yuan (2004)
conseguiram uma reducao de células vegetativas de Clostridium perfringens na
superficie de bifes industrializados de 5,59 para 3,50 ciclos logaritmicos apos
combinar tratamentos com agua ozonizada (5 ppm) e posterior aquecimento a
55°C.

Valores, consideravelmente, maiores em relagdo a redugcdo de
microrganismos estudados neste trabalho foram verificados por Cavalcante (2007)
que avaliou as populacdes de aerobios mesofilos, Enterobactereace, bolores e
leveduras, coliformes totais e coliformes termotolerantes em alfaces americanas,
utilizando 1,0 mg.L",e obteve reducdes de 4,07; 3,36; 3,20; 2,18 e 2,18 ciclos

logaritmicos, respectivamente, em 3 minutos de exposicao com o sanitizante.

Os resultados das interagdes lineares e quadraticas entre os diversos
tratamentos sdo apresentados na tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Probabilidades dos contrastes ortogonais para parametros
microbiolégicos do leite in natura submetido ao tratamento com gas ozénio na
concentragdo de 1,5 mg.L™.

Probabilidade

Variavel branco X Tween® X Linearde Quadratico de
Tween® Oz6nio Ozbnio Ozb6nio
Contagem Total 0,20 0,00 0,62 0,53
Enterobactérias 0,77 <,0001 <,0001 0,03
Psicotréficos 1,00 0,00 0,00 0,45
Staphylococcus sp 0,47 <,0001 <,0001 0,00
Bolores e leveduras 0,50 <,0001 <,0001 0,01

De acordo com a tabela 3.3 verifica-se que n&o houve efeito
significativo (P>0,05) para o tratamento branco e Tween®, no que diz respeito as
populacbes de aerdbios mesédfilos (Contagem Total), enterobactérias,
psicotroficos, Sthaphilococcus e bolores e leveduras. Porém, houve diferenca

significativa entre Tween® e 0zbnio para todas as variaveis.

Bolorese leveduras enterohaciérias
3 3 =-0,002% - 003+ 2,427
‘_ Y £l X H ]
25 —— 4 R?=0,962
=5 w=-0,00lx-0,002+ 2,672 <
91 R?= 0954 g
05 1
0
0 5 10 15 0
, 0 5 10 15
minutos minutos
Staphylococcus ssp
55 v =-0,004%" - 0004+ 2,108
D4 R?=0,356
=18 '\'\—*\‘
1 1
05
0
0 5 10 15
minutos

Figura 3.2 — Apresentacao grafica da fun¢do quadratica das analises
microbioldgicas nas amostras do leite in natura nos diferentes tratamentos com
gas ozénio.
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O sanitizante diminuiu significativamente (P<0,05) o Log da contagem
de todos os microrganismos estudados e apresentou interacbes lineares para
todos eles e quadraticas apenas para as enterobactérias, Staphylococcus e 0s

bolores e leveduras, de acordo com o apresentado na figura 3.2.

Os resultados das andlises fisico-quimicas para o leite in natura tratado
com gas o0z6nio na concentragdo de 1,5 mg.L™", durante os tempos 5, 10 e 15

minutos estao apresentados na Tabela 3.4.

O leite pasteurizado, para ser considerado apto para o consumo e de
boa qualidade, deve apresentar caracteristicas sensoriais normais, teor de gordura
original para leite integral, 3% de gordura para leite padronizado, acidez entre 14 a
18°D, estabilidade ao teste de Alizarol 72% (v.v —1), densidade relativa (15/15 °C,
g.mL-1) entre 1,028 a 1,034, extrato seco desengordurado minimo de 8,4% e
indice crioscopico maximo de —0,530 °H (BRASIL, 2002).

Tabela 3.4 — Médias e respectivos desvios padrao das anallses fisico quimicas no
leite in natura durante tratamento com g4s ozénioa1,5mg L.

variavel branco leite com Tween® e 0zbnio por 5 " "
. 0zbnio por 10 ozbnio por 15

minutos : ;

minutos minutos

Proteina (%)  3,37% = 0,02 3,39% + 0,03 3,39% + 0,03 3,387 + 0,04 3,35% + 0,04
Gordura (%) 3,67% = 0,14 3,647 + 0,10 3,64% + 0,70 3,667 + 0,13 3,62% + 0,06
Densidade  1,0329% + 0,00 1,0324® + 0,01 1,0324% + 0,00 1,0321° + 0,00 1,0329% + 0,00
ESD (%) 8,69% + 0,08 8,70% + 0,07 8,70% + 0,07 877% + 0,09 8,72% + 0,05
Acidez (°D) 15,87% + 0,76 16,10® + 0,80 16,10° + 0,80 15,90% + 0,74 158% * 0,71

pH 7,85% + 0,07 7,88% + 0,08 7,88% + 0,08 7,88°% + 0,09 7,89% + 0,08

Médias acompanhadas de letras diferentes entre si diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(P<0,05)

Observa-se na tabela 3.4 que todos os parametros, durante o periodo
de experimento, mantiveram-se dentro do previsto na legislagao vigente (BRASIL,
2002). Verifica-se, ainda, que a adi¢gdo do Polissorbato ndo propiciou alteragbes
significativas (P<0,05) no produto.
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Os tratamentos com gas ozdnio na concentragdo de 1,5 mg.L™", nos
tempos de 5, 10 e 15 minutos ndo demonstraram, para P<0,05, diferencas
significativas para os parametros fisico quimicos estudados, exceto, para a
densidade.

A menor densidade foi obtida quando o leite foi tratado com Tween® e
0zbnio por 10 minutos (P<0,05), e os outros tratamentos ndo foram diferentes
entre si (P>0,05).

A densidade do leite deve apresentar-se entre 1,028 e 1,034, segundo
recomendacao da legislacao vigente (BRASIL, 2002). Valores abaixo dessa faixa
podem indicar adicdo de agua, e valores acima, fraude por adicado de outras

substancias ou desnate do leite.

Apesar de verificarem-se, neste trabalho, diferencas significativas entre
os tempos de tratamento com ozénio para o parametro densidade € interessante
salientar que os valores medidos permaneceram dentro dos padrdes legais
(BRASIL, 2002).

Os dados desta pesquisa diferem-se dos encontrados por Oliveira et al.
(2008) que estudaram o efeito do ozbnio, sobre a composicao centesimal e perfil
de acidos graxos em filés de tilapia, e foi observado que a composicao centesimal
foi afetada significativamente pelo tratamento com ozénio (os filés perderam agua

e aumentaram a concentracao de proteina).

3.7 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos conclui-se que a contagem inicial
de microrganismos no leite in natura apresentou-se dentro dos padroes
legais ora vigentes e a aplicagcdo do o0zo6nio na concentracdo de 1,5mgL™,
nos tempos de 5, 10 e 15 minutos, ndo comprometeu a composicao fisico-
quimica (proteina, gordura, ESD, densidade, acidez e pH) do produto.
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Porém, nao foi possivel, com a proposta de estudo apresentada, substituir
completa ou parcialmente, a pasteurizacao pela aplicacdo do gas o0z6nio no
leite
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CAPITULO IV. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE QUEIJO MINAS
FRESCAL TRATADO COM AGUA OZONIZADA

Resumo

O queijo minas frescal € um produto genuinamente brasileiro, sendo um dos mais
importantes e consumidos no Brasil. E um alimento fresco, de alta umidade,
suscetivel a rapida deterioracdo microbiana, o que resulta em uma vida de
prateleira curta. O ozénio € um agente antimicrobiano com a caracteristica de
inativar microrganismos rapidamente, reagindo com elementos vitais da célula. O
presente estudo teve por objetivo estudar os efeitos da agua ozonizada na
estabilidade do queijo Minas Frescal, avaliando o aumento das populagdes de
aerobios mesobfilos, enterobactérias, coliformes totais e termotolerantes, bactérias
lacticas, bolores e leveduras e Staphylococcus sp., bem como alteracdo nos
parametros fisico-quimicos de gordura, proteina, acidez e pH, durante a
estocagem por 30 dias em refrigeracdo. Foram analisadas 39 pecas (250g) de
queijo Minas Frescal, divididas em trés grupos de 13 pecas cada, para realizacao
dos tratamentos, sendo o grupo 0: imersdao em agua destilada e filtrada; grupo 1:
imersdo em agua ozonizada a 2 mg. mL™ por um periodo de contato de 1 minuto
e, grupo 2: imersdo em &gua ozonizada a 2 mg. mL™ por um periodo de contato
de 2 minutos. Para microbiologia realizou-se experimento inteiramente
casualizado, fatorial 3 x 8 e para a fisico-quimica utilizou-se o fatorial 3 x 5, com 3
repeticdes para cada tratamento. Os dados foram avaliados quanto a normalidade
e homogeneidade das varidncias. Nao foi observada a presenga de
enterobactérias, coliformes totais e termotolerantes e Staphylococcus sp., nas
amostras analisadas. No tratamento com agua ozonizada na concentracdo de
2,0mg.L™" (tempo 0), as redugdes decimais para as populagdes de aerdbios
mesofilos, bactérias lacticas e bolores e leveduras, imediatamente apds a
aplicacdo da 4gua ozonizada na concentragdo de 2,0mg.L™", durante 2 minutos foi
de 1,53, 1,90 e 2,34 ciclos logaritmos, respectivamente. Houve interferéncia do
tempo de exposicdo da agua ozonizada em relagdo a eliminagdo dos
microrganismos, com efeito quadratico, sendo que os microrganismos foram
eliminados com maior eficiéncia nos tempos de 1,56 até 1,81 minutos, para os
aerdbios mesofilos, e 1,57 até 2,21 minutos, para as bactérias lacticas. O 0z6nio
na concentracdo de 2,0mgL”, ndo comprometeu a composicdo fisico-quimica
(proteina, gordura, acidez e pH) do queijo.

Palavras-chaves: queijo minas frescal; 0zonio; tempo de estabilidade.
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CHAPTER IV. STABILITY EVALUATION OF MINAS FRESCAL CHEESE
TREATED WITH OZONATED WATER

Abstract

minas frescal cheese is a genuine Brazilian product, one of the most important and
consumed in Brazil. It is a fresh and white type of cheese, with high humidity,
susceptible to rapid microbiological spoilage, which results in a short shelf life.
Ozone is an antimicrobial agent that rapidly inactivates microorganisms by reacting
with vital elements of the cell. This study aimed to study the effects of ozonated
water on Frescal Minas cheese stability, evaluating the increase in populations of
aerobic mesophiles, enterobactérias, total coliforms and thermotolerants, lactic
bacteria, yeasts, molds and Staphylococcus s sp. Adding to that, changes in
the physicochemical parameters of fat, protein, acidity and pH during 30 days
storage under refrigeration. We analyzed 39 pieces (250g) of minas frescal
cheese, divided into three groups (13 pieces) to carry out the treatments - group O:
immersion in distilled and filtered water; Group 1: immersion in ozonated water at
2mg. mL" for a contact time of 1 minute and group 2: immersion in ozonated
water at 2 mg. mL™ for a period of 2 minutes contact. For microbiology we did
a completely randomized experiment, factorial 3 x 8 and for the physicochemical
analysis we used the 3 x 5 factorial design with three repetitions for each
treatment. The data were assessed for normality and homogeneity of variances.
We did not observe the presence of Enterobacteriaceae, total coliforms,
thermotolerants and Staphylococcuss sp. in the analyzed samples. For the
treatment with ozonated water at a concentration of 20 mg.L™" (time 0), the
decimal reductions for the populations of aerobic mesophiles, lactic bacteria,
yeasts and molds, immediately after application for 2 minutes were 1.53, 1.90
and 2.34 log-cycles, respectively. There was interference from the exposure time
of the ozonated water over the elimination of microorganisms, with a quadratic
effect, and the microorganisms were eliminated more efficiently in 1.56 to 1.81
minutes for the aerobic mesophiles, and 1.57 up to 2.21 minutes for the lactic
bacteria. The  ozone concentraton of 2.0mgL' did not compromise
the physicochemical composition (protein, fat, acidity and pH) of the cheese.

Keywords: minas frescal cheese, ozone, stability time.
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4.1 Introducao

O queijo minas frescal, produto genuinamente brasileiro, teve sua
fabricacao iniciada no século XVIIl, no estado de Minas Gerais (EMPRESA DE
PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS- EPAMIG, 1987; CAMPOS,
2001). E um queijo irregular, tendo em vista ndo apresentar, de forma definida,
propriedades de consisténcia, textura, sabor, durabilidade, rendimento e
composigéo fisico-quimica, uma vez néo ter sido consolidada uma padronizagao,

principalmente, devido as diversidade nos processos de fabricagdo (ABIQ, 2011).

Segundo a legislacao brasileira (BRASIL, 1997) o queijo minas frescal é
um queijo fresco obtido por coagulacao enzimatica do leite com coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, completada ou ndo com agao de bactérias
laticas especificas, sendo classificado como um queijo semigordo, de alta
umidade, para consumo fresco, com consisténcia branda e macia, com ou sem
olhaduras mecanicas, de sabor suave a levemente acido, sem ou com crosta fina,
de forma cilindrica e com peso de 0,3 a 5kg. Em 2004 o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) realizou a corregdo da classificagdo da
umidade do queijo Minas Frescal, considerando-o como um queijo de muito alta
umidade (>55%) (BRASIL, 2004).

Ainda para o MAPA (BRASIL, 1996), conforme portaria n° 146, as
tolerancias para os padrées microbioldgicos vigentes do queijo minas frescal sao
de 1x10° UFC para coliformes totais/g, 5x10° UFC para coliformes fecais/g,
Staphylococcus coagulase positiva/g, 5x10° UFC de fungos e leveduras/g e
auséncia de Salmolella sp e Listeria monocytogenes em 25g da amostra. J4 para
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) as tolerancias sdo de 5x10?
UFC de coliformes de origem fecal/g e Staphylococcus coagulase positiva/g, e
auséncia em 25g de Salmonella sp e Listeria monocytogenes (Brasil, 2001).

Com relacao a estabilidade, o queijo minas frescal apresenta um fator

agravante, pois, além de ser um produto fresco com alto teor de umidade, ndo é

94



submetido a cura e apresenta baixa quantidade de sal. Estas caracteristicas
geram condicoes favoraveis para o desenvolvimento de microrganismos, e,
quando somadas a manipulagdo inadequada durante a fabricagdo, tornam o
produto um meio propicio para problemas de seguranga alimentar, além da
consequente diminuicdo de sua vida de prateleira (CARVALHO, 2003).

Assim, novas tecnologias devem ser buscadas para o ganho de
qualidade e vida util do queijo minas frescal. O 0zdnio vem sendo pesquisado para
ser utilizado na industria de alimentos como um antimicrobiano (KIM et al., 1999B).
O ozb6nio é potente agente sanitizante com alta reatividade e decomposi¢ao
espontanea em produtos nao téxicos. Pode ser aplicado na forma liquida e gasosa
nos alimentos. Sua acéo se baseia na inativagdo de microrganismos reagindo com
elementos vitais da célula (enzimas intracelulares, acidos nucléicos e membranas
celulares) (KIM et al., 1999A; KHADRE et al., 2001).

Desta forma, a presente pesquisa teve por objetivo estudar os efeitos
da agua ozonizada na vida de prateleira do queijo Minas Frescal, avaliando,
durante trinta dias, o aumento nas populacbes de aerdbios mesdbfilos,
enterobactérias, coliformes totais e termotolerantes, bactérias lacticas, bolores e
leveduras e Staphylococcus sp., bem como alteragdo nos parametros fisico-
quimicos de acidez, pH, proteina e gordura do produto.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Matéria-prima

Foram utilizadas 39 unidades (pecas) de queijo Minas Frescal, com
peso individual aproximado de 250 gramas, na realizacdo deste experimento,
sendo que as mesmas foram produzidas nos meses de janeiro e margo de 2009,
em duplicata, a partir de leite pasteurizado, proveniente do Laticinio da Fazenda
da Aeronautica de Pirassununga (FAYS), sob fiscalizacao do servico de inspecao
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federal (SIF), local este onde ocorreu todo o processo de fabricacdo dos queijos,

conforme fluxograma apresentado na figura 4.1.

FLUXOGRAMA DE PRODUCAO - QUEIIO MINAS FRESCAL I

[V

[ Leite Integral Pasteurizado tipo “A” (800 litros a 32°C) ‘

LV

[ Aquecimento a 36°C

LV

| Adicdo dos ingredientes *

LV

| Agitagdo por 2-3 minutos

AL

l Descanso por 5 minutos 1

[V

| Corte do codgulo |

LV
\ 12 Mexedura - lenta por 25 ]
minutos

LV

Separagdo da massa do soro

LVE

Retirada parcial do soro (aproximadamente 2/3)

Dt

Enformagem em cones cilindricos

LV

Colocagdo das formas em camaras frias por 1 hora ]

LV

Viragem J

L3

Descanso em camara fria por 24 horas |

LV

|

Desenformagem, corte e acondicionamento a vacuo ]

Figura 4.1 — Fluxograma de produg¢éo do Queijo Minas Frescal

* Ingredientes: 500g de Sorbato de potassio granulado marca Gemacom (conservante); 500 ml
Cloreto de calcio solugao a 40% marca River; 500 ml Coagulante enzima quimosina (preparagao
enzimatica a base de protease liquida de Aspergillus niger var.awamori - Christian Hansen) -
atividade 1:10.000 ou 98 IMCU/ml dissolvido em aproximadamente 500 mL de agua sem cloro.
6Kg de sal da marca cisne.
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4.2.1.1 Tratamento do queijo Minas Frescal com Agua Ozonizada

De cada producao foram reservadas 39 pecas de queijo Minas Frescal,
divididas em trés grupos (GR), para realizagao dos tratamentos, a saber: grupo 0:
imersdo em agua destilada e filtrada, representando as amostras controle; grupo
1: imersdo em agua ozonizada a 2 mg. mL" por um periodo de contato de 1
minuto e, grupo 2: imersdo em &gua ozonizada a 2 mg. mL™ por um periodo de

contato de 2 minutos, como pode ser resumido no Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Tratamentos e numeros de amostras de queijo minas frescal
utilizados no experimento.

Grupos Numeros de
(GR) Tratamentos Amostras
0 Imersdo em agua destilada e filtrada (Controle) 13

Imersdo em Aagua ozonizada a 2 mg. mL" por um

1 periodo de contato de 1 minuto

13

Imersdo em agua ozonizada a 2 mg. mL" por um

2 periodo de contato de 2 minutos

13

Na ultima etapa da producéo, ap6s a desenformagem e corte, as 13
pecas de queijo de cada grupo foram submersas em seus respectivos tratamentos
contidos em tanques de inox, com capacidade de 50 litros e mantidas no mesmo

pelos tempos pré-estabelecidos.

Ap6s o tratamento as pecas foram icadas e retiradas do tanque,
simultaneamente, com auxilio de peneira de ac¢o inox, devidamente higienizadas,
permanecendo em descanso por 1 minuto para remocao do excesso de agua dos
queijos. Cada peca foi embalada a vacuo, em embalagem de polietileno de baixa
densidade e devidamente identificadas e armazenadas sob refrigeragcao a 4°C.

4.2.1.2 Agua Ozonizada

Para realizar o tratamento da agua com ozdnio, foi utilizada a agua de
abastecimento do estabelecimento que foi ozonizada a concentracéo de 2,OmgL'1
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em uma cuba de acgo inoxidavel com capacidade de 50 litros, por borbulhamento,
através de um sistema de recirculagao. O gerador de 0z6nio utilizado foi o0 modelo
PNZ 714®, da empresa Panozon, composto de concentrador de oxigénio a 90-
95% de pureza, tanque de contato, sistema de injecdo com bomba para filtracao e
sensor de potencial de 6xido redugédo para garantir a transferéncia eficiente do
oz6nio gerado para a agua, além de um tanque de gaseificagdo com a funcao de
separar o ozénio produzido na forma de gas, retirando-o e enviando-o, através de

tubulacao, para um circuito externo de conversao do mesmo em oxigénio.

O controle da concentragdo de o0zbénio apds cada tratamento foi
realizado coletando e submetendo amostras de agua do tanque a teste
colorimétrico, baseado na reacdo do ozdénio presente na amostra com reagente
em pd N-Dietil-P-Fenilenodiamina. Tal reacdo resulta no desenvolvimento de
coloracéao résea, de intensidade variavel, de acordo com o teor de 0z6nio residual
existente, quantificando a concentragdo do sanitizante através de leitura

comparativa.

4.2.2 Analises laboratoriais

As analises microbiolégicas do queijo minas frescal foram realizadas no
Laboratério do Laticinio da Fazenda da Aeronautica de Pirassununga (FAYS) e as
andlises fisico-quimicas foram realizadas em laborat6rio credenciado junto ao

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

As amostras foram analisadas quanto aos parametros fisico-quimicos
de gordura, proteina, acidez, densidade e pH nos dias 0, 5, 10, 15, e 30 da
producdo e quanto aos parametros microbiolégicos de aerdbios mesdfilos,
enterobactérias, coliformes totais e termotolerantes, bactérias lacticas, bolores e
leveduras e Staphylococcussp., nos dia 0, 1, 5, 10, 15, 20 25 e 30 da produgéo.
Assim, 24 pecas foram destinadas ao estudo de estabilidade a partir das andlises
microbioldgicas e, 15 pegas, para as analises fisico-quimicas.
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Para as analises microbioldgicas, realizadas em triplicata, tomaram-se
aliquotas de 25 g de produto para diluicdo em 225 mL de agua peptonada ou
solucdo salina peptonada 0,1%. A partir desta suspensao, foram preparadas
diluicbes decimais seriadas com agua salina peptonada e transferidos 1mL para
placas de Petri contendo meios de cultura especificos para os microrganismo

pesquisados, conforme tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Meios de cultura, temperaturas e periodo de incubacao para os
microrganismos estudados no queijo Minas Frescal.

Contagem de Meio de Temperatura/periodo

microrganismo crescimento de incubacao Referéncia
Aerébios Mesdfilos PCA 35°C /48 horas (APHA, 1992)
Bactérias Lacteas Rogosa 30°C /5 dias (APHA, 1992)
Bolores e Leveduras PDA 22°C /48 horas (APHA, 1992)
enterobactérias VRBA 35°C /48 horas (APHA, 1992)
Staphylococcus sp BP 35°C /48 horas (APHA, 1992)

PCA (agar platecount - DIFCO®), PDA (agar potato dextrose - DIFCO®), VRBA
(4gar violetred bile dextrose - DIFCO®), BP (agar Baird Parker - DIFCO®)

ApGs os respectivos periodos de incubagao foram contadas as placas
contendo 25 a 250 colbnias e aplicados os respectivos fatores de corre¢ao para
cada diluicao (APHA, 1992). Os resultados foram expressos em Unidades

Formadoras de Colénia (UFC) .g"' de queijo.

Para determinacéo de coliformes a 35°C e 45°C a técnica utilizada foi a
do numero mais provavel (NMP), através do exame presuntivo em Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) com incubacao a 36° C por 48 horas e, confirmatérios dos
subcultivos em Caldo Verde Brilhante com incubagédo a 35 °C por 48 horas e
Caldo E. coli (EC) com incubagdo em banho-maria a 45,5+0,5°C por 24 horas,
respectivamente. Para a determinacdo quantitativa foram considerados os tubos
positivos com turvagao e produgéo de gas, calculados a partir da tabela do NMP
(APHA, 1992).
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Como as andlises fisico-quimicas foram realizadas em laborat6rio
credenciado junto ao MAPA, as metodologias seguidas foram oficiais, sendo que
para a gordura e proteina (AOAC, 1995) e pH e acidez (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985), nos tempos 0, 5, 10, 15 e 30 dias apds a produgdo. As amostras
identificadas mantidas sob refrigeracao foram encaminhadas ao laboratério, em

caixas térmicas contendo gelo, um dia antes dos momentos de analise.

4.2.3 Analises estatisticas

Na avaliacdo microbioldgica do queijo Minas frescal realizou-se o
experimento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 8 , sendo 3 niveis
de tempo de exposicao ao ozdnio (0, 1 e 2 minutos) e 8 diferentes dias apds a
produgéo do queijo (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias), com 3 repeticées para cada
tratamento, totalizando 72 unidades experimentais, no qual cada unidade
experimental foi constituida por 1 queijo de 250 g.

Para a realizagdo das analises fisico-quimicas considerou o
experimento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 5 , sendo 3 niveis
de tempo de exposi¢do ao ozbnio ( 0, 1 e 2 minutos) e 5 diferentes dias apds a
producdo do queijo (0, 5, 10, 15 e 30 dias), com 3 repeticbes para cada
tratamento, totalizando 45 unidades experimentais, onde cada unidade
experimental foi constituida por 1 queijo de 250 g.

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das varidncias. Para a analise dos efeitos dos tratamentos
realizou-se a analise de variancia através do procedimento GLM do software
estatistico SAS (SAS, 2004), avaliando-se o efeito do tempo de exposicao ao
o0zbnio e o efeito do tempo de manufatura do queijo e a interacdo entre os dois
fatores.

O modelo matematico utilizado foi:

Yik = H + Ai + Bj + (AB)IJ + €ijk
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parai=1ou?2 a;j=1,2,...,8ek=1,20u3

yik € a k-ésima resposta do i-ésimo nivel do fator A e j-ésimo nivel do fator B
1 € uma constante (média) comum a todas as observacoes;

A é o efeito do i-ésimo nivel do fator A (tempo de exposi¢cao ao 0z6nio);

B; é o efeito do j-ésimo nivel do fator B ( tempo apds manufatura do queijo);

(AB); é o efeito da interacdo entre o i-ésimo nivel do fator A (tempo de exposi¢do

ao 0zonio) e j-ésimo nivel do fator B ( tempo apds manufatura do queijo);

ej € 0 erro experimental associado a observagao yix

4.3 Resultados e Discussao

A tabela 4.2 apresenta os logaritmos das contagens de aerdbios
mesofilos, bactérias lacticas e bolores e leveduras, em funcdo dos tempos de
armazenagens do queijo Minas Frescal. O logaritmo das contagens foi calculado
com a intencao de corrigir a normalidade dos residuos e manter a homogeneidade

das variancias.

Nao houve presenca de enterobactérias, coliformes totais e
termotolerantes e Staphylococcus sp. nas amostras de queijo minas frescal
analisadas durante o0s experimentos. Provavelmente a auséncia destes
microrganismos no queijo minas frescal possa ser justificada pela boa higiene do
local onde foi realizado o experimento. Diferentemente disto, trabalhos como o de
Oliveira et al. (1998) confirmaram a presenca de coliformes a 35°C e a 45°C acima
do permitido pela legislacao, respectivamente, em 46,9% e 9,4% das amostras de
queijo minas frescal elaboradas por seis fabricas de laticinios em Sao Paulo.
Pereira et al. (1999) também observaram que 90% das amostras do Minas
Frescal, comercializadas em Belo Horizonte, apresentaram coliformes fecais

acima dos limites permitidos.
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Pinto et al. (2004) analisaram quatro marcas diferentes de queijo Minas
Frescal, na regido de Feira de Santana, Bahia e observaram que 42% e 100%
das amostras estavam com o0s niveis de coliformes fecais e totais,
respectivamente, acima do permitido pela legislacao. No trabalho de Lisita (2005)
encontrou-se uma populagdo de 1,1x10® NMP/g de coliformes fecais e < 10,0
UFC/g de Staphylococcuscoagulase positiva. Rocha et al. (2006) verificaram a
evolugdo da contaminagdo microbiana de sete marcas de queijo Minas Frescal,
durante sua vida de prateleira, em S&o Paulo capital e detectaram que seis
marcas apresentaram indice de contaminacao de Staphylococcus spp., coliformes,
E. coli e bactérias lacticas acima do recomendavel. Além disso, os autores
observaram que as populacdes de coliformes e E. coli de queijos Minas
preparados com leite pasteurizado aumentaram 2,5 ciclos log, enquanto nos
queijos fabricados com leite in natura, o aumento foi de 4,5 ciclos log e 5,0 ciclos

log, respectivamente.
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Tabela 4.3 — Médias (Log UFC/g) das contagens de microrganismos presentes no queijo minas frescal durante
tratamento com agua ozonizada a 2,0mg L™, em funcéo do tempo de estocagem .

tempo de prateleira Probabilidades
variavel

0zbnio 0 1 5 10 15 20 25 30 erropadrdao ozbnio dia de prateleira interagao
§ ° 0 236 258 337 393 422 446 479 5,03 0,194
§ 2 1 1,60 1,78 2,04 246 282 286 3,03 3,12 0,115 <,0001 <,0001 <,0001
GE) ‘8 2 0,82 1,12 1,73 2,32 2,57 2,74 292 3,00 0,172
g © erropadréao 0,26 0,21 025 026 026 0,28 03 0,33
& 0 1,90 2,05 239 266 285 299 3,06 3,23 0,094
‘% é 1 0,82 1,00 122 152 160 1,92 2,07 229 0,114 <,0001 <,0001 0,0014
3 g 2 0,00 0,00 o082 143 148 1,70 1,85 1,94 0,16
8_ erro padrao 0,296 0,297 0,275 0,201 0,218 0,2 0,187 0,193
g ® 0 234 212 240 286 3,02 338 3,61 393 0,137
g § 1 1,00 1,30 143 1,73 180 1,90 2,12 2,19 0,102 <,0001 <,0001 0,0103
8 § 2 0,00 052 1,12 1,43 167 185 2,00 221 0,16
S’Q erro padrdo 0,344 0,278 0,192 0,228 0,217 0,251 0,258 0,288
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O grupo controle (GRO0), no qual o queijo foi apenas banhado em agua
destilada e filtrada apresentou, de acordo com a tabela 4.3, contagens das
populagbes médias iniciais de aerdbios mesdfilos, bactérias lacticas e bolores e
leveduras, de 2,27x102, 8,00x10' e 2,17x10?UFC.g", respectivamente, enquanto as
populacdes iniciais destes microrganismos, imediatamente apés (tempo 0) o
tratamento com &gua ozonizada na concentracdo de 2,0mg.L”, foram de 6,67x10",
0,00 e 0,00UFC.g", para 2 min de aplicacdo do sanitizante e 4,00x10", 6,67x10° e
1,0X10°UFC.g™", para 1 min de aplicacdo do sanitizante, respectivamente.

Desta forma, pode-se observar uma reducao decimal, imediatamente apés
2 minutos de banho com A&gua ozonizada na concentragdo de 2,0mg.L”" para
microrganismos aerdobios mesofilos, bactérias lacticas e bolores e leveduras de 1,53,
1,90 e 2,34 ciclos logaritmos, respectivamente.

E interessante verificar na tabela 4.3 que o ganho de vida de prateleira e,
consequente, ganho de qualidade do queijo minas frescal em relagdo ao parametro
microbiolégico é expressivo, uma vez que as populagdes iniciais de aerdbios
mesdfilos e bactérias lacticas nos queijos tratados com 2,0mg.L" de 4gua ozonizada,
durante 1 minuto, superaram as cargas microbianas das amostras controle a partir
dos dias 10 e 25, respectivamente. Para bolores e leveduras a contagem no dia 30
foi de 1,53X10?UFC.g™", ndo superando a contagem inicial nas amostras do grupo O.

O acréscimo na carga microbiana de microrganismos aerobios mesdéfilos,
apos trinta dias de estocagem , para o grupo controle, foi de 2,68 ciclos logaritmicos,
coincidindo com resultados obtidos por Sangaletti (2007) que observou que a
contagem de microrganismos mesdfilos totais no queijo minas frescal de seis marcas
com registro do servico de inspecao federal na cidade de Piracicaba/SP durante o
periodo de 30 dias armazenados a 4°C, aumentou, em média, 2,57 log UFC/g, a
cada periodo de amostragem. Segundo o autor o grande aumento desta populacao
no decorrer de 30 dias sob refrigeracdo mostra a possibilidade da deterioracdo do
produto, alterando suas propriedades fisico-quimicas ocasionando a redugao de sua
vida de prateleira.
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A figura 4.2 apresenta as superficies de respostas geradas a partir dos
tratamentos com agua ozonizada no queijo Minas Frescal, bem como as contagens

de microrganismos aerdbios mesofilos no decorrer do tempo de estocagem do
produto.

Mesdfilos aerdbios

(6/04n)

IHRICO0NNN

Figura 4.2 — Superficie de resposta para o logaritmico da contagem de
microrganismos aerobios mesoéfilos em fungdo do tratamento e dos dias de vida de
prateleira.

De acordo com a figura 4.2 observa-se que houve interagdo entre vida de
prateleira e tempo de aplicacdo do ozbnio para o logaritmo do numero de
microrganismos aerdbio mesbfilos. Nos dias 0 e 1 houve efeito linear de o0zénio
(P<0,05), ou seja, quanto maior o tempo de exposi¢cao ao ozénio aplicado no queijo,
menor o logaritmico da contagem da bactéria.

O aumento da carga microbiana de aerdbios meséfilos, para as amostras

de queijo minas frescal tratadas com 2,0mg.L”" de agua ozonizada, por 1 e 2
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minutos, foi de 1,52 e 2,18 ciclos logaritmos, respectivamente, no final de trinta dias.
Conforme Silva et al. (2003) e Jay (1994) a presenca dos mesdfilos totais vem sendo
utilizada como indicador da qualidade higiénica dos alimentos, pois indica o tempo

util de conservagao e a quantidade de microrganismos patogénica presentes.

Observa-se, ainda, na figura 4.2 que a ag¢ao da agua ozonizada no queijo
minas frescal apresentou uma maior efetividade imediatamente ap6s a aplicacdo do

sanitizante, em relacéo as redugdes observadas a partir do dia 15.

A tabela 4.4 apresenta as equagdes que relacionam a influéncia dos dias
de estocagem sobre os tratamentos realizados, definindo a data de maior contagem
de aerdbios mesodfilos e a contagem maxima estimada. Houve efeito quadratico para
as amostras de queijo minas frescal tratadas com agua ozonizada na concentracao
de 2,0mg.L™" pelo periodo de 1 minuto e efeito cubico(P<0,05) para as amostras
relativas tratamentos controle e que ficaram sobre imersdo no sanitizante por 2

minutos.

As amostras apresentaram uma consideravel dispersdo através das
equagdes, verificando-se que o R? variou de 0,94 a 0,99, conforme tabela 4.4. A
maior contagem que foi constatada, de maneira calculada e estimada, para a
contagem de aerdbios mesofilos ocorreu no dia 29,89, ou seja, no ultimo dia de
estocagem , sendo que a maior populagdo do microrganismo foi de 1,32x102 UFC.g™".

Tabela 4.4 — Equaclbes relativas aos efeitos do tempo de estocagem sobre os
tratamentos realizados no queijo minas frescal em funcéao do logaritmo da contagem
de aerdbios mesdfilos.

Tempo
estimado  Contagem
Gr. Equacbdes R? com maxima maxima
contagem  estimada
(dias)
0 y = 2,355597295 + 0,238367026 dia - 0.99
0,009919476 dia® + 0,000166014 dia® ’
y = 1,637414827 + 0,097204511 dia -
1 0,001626209 dia’ 098 2989 3,09
5 y = 0,7955687030 + 0,2310545075 dia - o,

0,0095031897dia” + 0,0001426223 dia®
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A figura 4.3 apresenta as superficies de respostas geradas a partir dos
tratamentos com agua ozonizada no queijo minas frescal em relacdo aos tempos de
estocagem , bem como os logaritmos das contagens de bactérias lacticas nos

tempos 6étimos de aplicagcéo do tratamento.
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Figura 4.3 — Superficie de resposta para o logaritmo da contagem de bactérias
lacticas em funcédo do tratamento e da vida de prateleira

De acordo com a figura 4.3 observou-se que houve interacdo entre os
tempos de tratamento de imersdo dos queijos minas frescal na agua ozonizada e 0s
dias de estocagem do produto em ambiente refrigerado. Para os dias 0 e 1 verifica-

se que houve efeito linear (P<0,05).

Nos dias 5, 10, 15, 20, 25 e 30 houve efeito quadratico (P<0,05). A
quantidade de bactérias lacticas diminuiu conforme aumentou o tempo de aplicagéo
de ozbnio, até um ponto maximo (tempo étimo de 0zbénio). Observa-se que a curva
tendeu a uma estabilizagdo, uma vez que o ozénio foi aplicado apenas no tempo O.
As menores contagens ocorreram nos primeiros dias de estocagem , sendo que as
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amostras chegaram ao ultimo dia do experimento, com populacdes, para 0s queijos
tratados com 2,0mg.L™" de agua ozonizada, de 2,21 log de bactérias lacticas.

A tabela 4.4 apresenta as equagdes que relacionam a influéncia dos dias
de estocagem sobre os tratamentos realizados, definindo a data de maior contagem
de bactérias lacticas e a contagem maxima estimada. Observou-se efeito quadratico
para as amostras controle, efeito linear para as amostras tratadas com 2,0mg.L™" de
agua ozonizada pelo periodo de 1 minuto e efeito cubico para as amostras que foram
tratadas pelo sanitizante por periodo de 2 minutos. Os resultados mostram que a
maior contagem para as bactérias lacticas foi de 1,7x10°UFC.g " e exatamente para o
ultimo dia de analise, 28,78, e nas amostras controle.

Resultados diferentes foram observados por Manolopoulou et al. (2003)
que observou no queijo, a evolucao de bactérias lacticas de 3,76 log UFC/g a 9,97
log UFC/g durante um periodo de 16 dias. Rocha et al. (2006) avaliaram a evolucao
das bactérias lacticas encontradas em queijo minas frescal de sete diferentes
marcas, durante 21 dias, em Sao Paulo capital, e verificaram que seis marcas
apresentaram populacdo média final de 8,0 log UFG/g ndo apresentando

crescimento com o passar dos dias.

Tabela 4.5 — Equacgbes relativas aos efeitos dos dias em estoque sobre os
tratamentos realizados no queijo minas frescal em funcdo do logaritmico da
contagem de bactérias lacticas.

Tempo
estimado  Contagem
Gr. Equacdes R? commaxima maxima
contagem  estimada
(dias)
0 y = 1,970205636 + 0,077549478 dia — 0,98 08.78 3,09

0,001347241 dia®
1 y = 0,9051002283 + 0,0478915873 dia 0,83
y =-0,0988198039 + 0,2110411880 dia — ) oo
0,0084930802 dia® + 0,0001244736 dia® ’
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A figura 4.4 apresenta as superficies de respostas geradas a partir dos
tratamentos com agua ozonizada no queijo minas frescal em relacdo aos tempos de

estocagem, bem como as contagens dos logaritmos de bolores e leveduras.
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Figura 4.4 — Superficie de resposta para o logaritmico da contagem de bolores e
leveduras em funcao do tratamento e dos dias de vida de prateleira.

Observou-se maiores redugdes no dia 0 para a concentragéo de 2,0mg.L™
de agua ozonizada em relagdo aos demais dias. A curva tendeu a estabilizacdo no
crescimento de bolores e leveduras a partir do dia 5, principalmente, pelo fato de nao
haver ozdnio residual e o crescimento comportou-se de maneira natural, alcancando,
no dia 30, para as amostras controles 3,33 log do microrganismo.
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Verificou-se que as amostras tratadas com 2,0mg.L™' de 4gua ozonizada
atingiram as populagdes da amostra controle no tempo 0, apenas a partir do dia 25,

demonstrando uma excelente eficiéncia na aplicagéo do sanitizante

A tabela 4.6 mostra as equagdes que relacionam a influéncia dos dias de
estocagem sobre os tratamentos realizados, definindo a data de maior contagem de

bolores e leveduras e a contagem maxima estimada.

Tabela 4.6 — Equacbes relativas aos efeitos dos dias em estoque sobre os
tratamentos realizados no queijo minas frescal em fungcdo do logaritmico da
contagem de bolores e leveduras.

Dia
estimado  Contagem
Gr. Equacdes R? com maxima
maxima estimada
contagem
0 y =2,123883928 + 0,060638357 dia 0,93
1 y = 1,025157407 + 0,074229369 dia - 0.74 07.87 2.06

0,001331522 dia?
y = 0,0858057417 + 0,2314029941 dia -

0,0110860518 dia® + 0,0001922629 dia® 092

Para bolores e Leveduras verificou-se efeito linear nas amostras controle
(grupo 0), efeito quadratico nas amostras do grupo 1 e efeito cubico nas amostras do
grupo 2. A méxima contagem estimada foi de 1,15X10°UFC.g" e apresenta-se,
também, préximo ao Ultimo dia do experimento (dia 27,87). Porém a maxima
contagem observada foi de 8,43X102UFC.g™" no dia 30 para as analises realizadas

no grupo controle.

A tabela 4.7 mostra os efeitos do tratamento com agua ozonizada nos
parametros fisico-quimico estudados neste trabalho ao longo da vida de prateleira do

queijo minas frescal.
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Tabela 4.7 — Efeitos dos tratamentos com agua ozonizada, nos parametros fisico-quimicos no queijo minas frescal, em
funcdo do tempo de estocagem .

Acidez (°D) Probabilidades
Grupos 0 5 10 15 30 erro padrdao Ozbnio vida de prateleira interacao
0 0,95 0,89 0,91 0,87 0,91 0,011
1 0,90 0,91 0,88 0,85 0,89 0,010 <,0001 0,3021 0,2315
2 0,77 0,80 0,86 0,81 0,82 0,012
erro padrao 0,029 0,018 0,013 0,015 0,020
Proteina (%) Probabilidades
Grupos 0 5 10 15 30 erro padrdao Ozbénio dia de prateleira interacao
0 13,01 13,29 12,91 13,10 13,44 0,068
1 13,09 12,91 13,38 13,42 13,48 0,114 0,5991 0,0948 0,4024
2 12,68 13,29 13,17 13,32 13,23 0,097
erro padrdo 0,121 0,100 0,127 0,106 0,118
Gordura (%) Probabilidades
Grupos 0 5 10 15 30 erro padrdao Ozbénio dia de prateleira interacao
0 23,39 23,71 23,77 23,86 23,81 0,090
1 23,08 23,20 24,07 23,29 23,31 0,123 0,0037 0,0121 0,4043
2 23,11 23,31 23,61 23,05 23,26 0,085
erro padrao 0,127 0,115 0,087 0,170 0,131
pH Probabilidades
Grupos 0 5 10 15 30 erro padrdao Ozbénio dia de prateleira interacao
0 6,45 6,36 6,48 6,42 6,41 0,028
1 6,60 6,60 6,64 6,62 6,67 0,011 <,0001 0,0670 0,0871
2 6,54 6,75 6,83 6,59 6,81 0,040

erro padrdo 0,035 0,065 0,057 0,038 0,068
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A acidez, pH e gorduras apresentaram variagdes significativas (P<0,05),
para o tratamento com ozénio na concentracdo de 2,0mg.L”, porém a
porcentagem de proteina ndo foi alterada pelos tratamentos realizados. Em funcéo
dos dias de estocagem do queijo minas frescal tratados com agua ozonizada na
concentracdo de 2,0mg.L™ durante os trinta dias de avaliacdo da vida de prateleira
do produto, observou-se variacbes significativas (P<0,05) apenas para o

parametro gordura.

Para os queijos imersos em agua filtrada e destilada, grupo 0, entre os
dia 0 e 30, observou-se variacbes sem diferengas significativas (P<0,05) de 0,95 a
0,91°D para o parametro acidez. Para o parametro gordura, verificou-se variacoes
nas casas decimais, onde o componente variou de 23,08% a 24,07%,
apresentando, diferengas significativas entre os dias de estocagem para P<0,05.

A figura 4.5 apresenta os parametros fisico-quimicos de pH, acidez e
gordura no queijo minas frescal em fungdo da imersdao do produto em agua

ozonizada na concentragdo de 2,0mg.L™, entre 0 e 2 minutos.

w
PH PH y=-0,0676x2 +0,269x + 6,422 & )
7 R?=0,5578 Qi Acidez
¢ 1
o8 & 0,8 ‘%‘\’

6,6 0,6
3 0 y =-0,027x2 + 0,009 + 0,905
6.4 i R%= 0,486
] 0,2
6,2 0
0 0,5 1 1,5 2 255 0 0,5 1 15 2 25

tempo de contato (min)

tempo de contato (min)

0,
% Gordura y=-0,001x2 + 0,041 + 23,25 % Gordura
24,5 . R?= 0,085 24,5 | y=-0,219x + 23,68
8 = ; : R2=0,194
* 24 s =0,
: 23,5 i
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* 23 ‘ 2
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Figura 4.5 — Representagdo grafica dos parametros fisico quimicos do queijo
minas frescal em relagdo ao tratamento com agua ozonizada.
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Os resultados apresentados na figura 4.5 demonstram que a acidez
variou conforme equacdo quadratica. O valor estimado para obtencdo de maior
acidez (0,90), de acordo com a equagéao, foi de 0,16 minutos de ozbnio (9,6

segundos).

A porcentagem maxima estimada de gordura (23,62%) foi encontrada
no dia 17. A equacao mostra que a porcentagem de gordura no queijo diminuiu
conforme aumentou o tempo de exposicao do queijo ao ozénio. Esta queda na
quantidade de gordura pode ser definida em virtude da quantidade de dias de
estocagem e nao em funcdo da aplicacdo do sanitizante, uma vez que, ao
observar a variagao linear do parametro gordura, observou-se, de acordo com o

R? que o0 0zdnio participou com 19,4% do resultado.

Com relacdo ao pH, os queijos analisados seguiram equacao
quadratica estabelecida na figura 4.5. Os resultados demonstram que o aumento
do tempo de exposi¢cao ao sanitizante ocasionou um incremento no pH do produto.
O pH méaximo estimado (6,68) pela equacgéo foi de 1,98 minutos de exposi¢do ao

0zonio.

Verificou-se de acordo com a tabela 4.6 uma variacdo do pH de 6,45 no
tempo 0 para 6,41 no tempo 30 para as amostras controles, definindo uma
reducéo de 0,03. Estes dados diferenciam dos encontrados por Buriti et al. (2005)
que pesquisaram o efeito do crescimento de bactérias lacticas sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do queijo minas frescal durante 21
dias, em camara fria a 5°C e observaram a reducao do pH de forma significativa,
variando o pH de 6,16 a 5,38 (reducéo de 0,78) mesmo quando as contagens das
bactérias permaneceram constantes de 8,45 a 8,93 log UFG/g com o passar dos
dias.

Sangaletti (2007) encontrou resultados diferentes deste trabalho ao
verificar uma reducédo no pH de 0,81 entre o0 1° dia e 0 30° dia de estocagem de

queijo minas frescal.
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4.4 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a utilizacdo da
agua ozonizada na concentragdo de 2,0 mg.L"', manteve as condicdes
microbioldgicas e fisico quimica do queijo minas frescal dentro dos padrdes legais
vigentes e permitiu um ganho na vida de prateleira do produto em relagdao as

amostras controles superior a 15 dias.
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CAPITULO V. EFEITOS DO GAS OZONIO NA SANITIZAGAO DE CAMARAS
FRIGORIFICAS

Resumo

A contaminagédo dos alimentos pelo ar é um problema que esta preocupando,
atualmente, as fabricas de alimentos. A industria esta pesquisando sanitizantes
qgue sejam efetivos contra patégenos e seguros para o uso. O ozénio pode ser
utilizado na forma gasosa em camaras frigorificas, silos e depdsitos de alimentos.
A aplicacdo direta de gas ozbénio em depdsitos mantém o ambiente limpo e
esterilizado, mesmo quando ha altos indices de calor e umidade, 0 que assegura
maior tempo de armazenamento e vida util dos alimentos. O objetivo deste
experimento foi avaliar o efeito do gas ozénio sobre as populacbes de
microrganismos aerobios mesofilos e bolores e leveduras na qualidade
microbioldgica do ar e superficies no interior de camaras frigorificas de estocagem
de queijo minas frescal. O experimento foi realizado, comparando-se a qualidade
microbiolégica do ar e de partes componentes de uma camara fria de area total de
27,6 m? com e sem tratamento com ozonio, utilizada durante a fabricagdo e
estocagem de queijo minas frescal. As coletas foram realizadas diariamente,
durante 120 dias, para as andlises do ar ambiente e a cada 2 dias durante 60 dias
com a camara sem ozénio e a cada 2 dias durante 60 dias com o equipamento
gerador de ozénio ligado e proporcionando uma concentragdo de 0,03 mg.L'de
ar. Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias. Nao foram constatadas diferengas significativas
nos resultados obtidos entre os diferentes pontos amostrados do ar ambiente nas
duas condicbes de ensaios. Observou-se uma redugdo de microrganismos
aerébios mesofilos e bolores e leveduras de 0,81 e 1,01 ciclos logaritmos,
respectivamente, no ar ambiente da camara fria, ap6s a aplicagcdo do gas ozdnio
na concentracdo de 0,03mg.L™". A aplicacdo do sanitizante proporcionou reducées
decimais, estatisticamente significativas pelo tete de Tukey — Kramer (P<0,05),
para as contagens de aerdbios meséfilos na superficie da parede direita, parede
esquerda, parede do fundo e porta da camara de 0,43; 0,40; 0,44 e 0,27 ciclos
logaritmos, respectivamente. A estante apresentou uma reduc¢do de 0,08 ciclos
logaritmos em relagédo a contagem inicial de aerébios meséfilos, ndo sendo, desta
forma, considerada uma diferencga significativa pelo Tukey — Kramer (P<0,05).

Palavras-chave: camara fria, gas ozo6nio, sanitizacao
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CHAPTER V. EFFECTS OF OZONE GAS IN COLD CHAMBERS SANITIZATION
Abstract

Contamination of food by air isaproblem thatis currently worrying food
factories. The industry is searching sanitizers that are effective against pathogens
and safe to use. Ozone can be used in gaseous form in cold chambers, food
warehouses and silos. The direct application of ozone gasin tanks keeps
the ambience clean and sterile, even when there are high rates of heat
and moisture, which ensures longer storage and shelf life of foods. The purpose of
this studywas to evaluatethe effect ofozone gason populations
of mesophilic aerobic microorganisms, molds and yeasts in the microbiological
quality of the airand surfaces inside cold chambers for Minas frescal
cheese maturation. The experiment was conducted comparing the microbiological
quality of the air and parts of a cold chamber with total area of 27.6m? with
and without ozone treatment used in the Minas frescal cheese maturation and
storage. Samples were collected daily during 120 days for ambient air analysis and
every two days during 60 days without ozone and every 2 days during 60 days
with the ozone generator on, providing an air concentration of 0.03 mg.L". The
data were evaluated for normality of residualsand homogeneity of
variances. There were no significant differences in results between the different
points of the sampled ambient air conditions in both trials. There was a reduction of
mesophilic aerobic, yeast and mold log-cycles of 0.81 and 1.01, respectively, in the
cold chamber air after the application of ozone gas with 0.03 mg.L'concentration.
The  sanitizer  application  resulted in statistically  significant (Tukey —
Kramer, P <0.05) decimal reductions for aerobic mesophilic counts on the surface
of the chamber door, right, left and back walls of 0.27, 0.43, 0, 40 and 0.44 log-
cycles, respectively. The shelf presented a reduction of 0.08 log-cycle in relation to
the initial count of aerobic mesophilic and is not, therefore, considered a significant
difference by Tukey - Kramer (P <0.05).

Keywords: cold chamber, ozone gas, sanitation
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5.1 Introducao

A obtencao de um produto seguro nao termina nas linhas de producao
e, sim, complementa-se no seu armazenamento, onde requer um ambiente
higiénico, seguro e saudavel. A higiene, limpeza e sanitizacdo, das camaras
frigorificas € negligenciada, atualmente, por grande parte das industrias de

alimentos.

Os microrganismos presentes no ambiente de processamento e de
estocagem de alimentos podem levar a contaminacdo do produto acabado. As
fontes de contaminagcdo do meio ambiente incluem alimentos, manipuladores,
animais, insetos, além de utensilios e componentes estruturais como portas,
paredes e teto de armazéns e camaras frigorificas. O ar do ambiente, as
embalagens primdrias, as maos dos funciondrios, bem como 0s equipamentos,
constituem pontos importantes que devem ser considerados nas Boas Praticas de
Fabricacado de forma a nao representarem risco de contaminagao para o produto.

A contaminagéo dos alimentos pelo ar € um problema em industrias de
alimentos. Segundo Othmane et al. (2011) a qualidade do ar no interior das
plantas de processamento € controlada, diariamente, por muitas industrias
alimenticias, principalmente, em programas de controle de qualidade. O autor
recomenda que o sistema de ventilacdo das industrias sejam higienizados
regularmente, para evitar o acumulo de p6, produto ou condensado que podem

fornecer um foco para o crescimento microbiano.

Segundo Frazier e Westhff (1993) as baixas temperaturas séo utilizadas
para retardar reagdes quimicas e a atividade das enzimas dos alimentos, diminuir
ou paralisar a multiplicagdo e a atividade dos microrganismos existentes e néo
para elimina-los. Os alimentos derivados do leite, podem ser mantidos em
temperaturas de refrigeracdo (5 a 7,2 °C) durante tempo limitado sem que sua
natureza original seja modificada de forma importante. O queijo Minas frescal deve

ser embalado e ficar acondicionado em temperaturas nao superiores a 8°C,
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conforme Resolucdo RDC n®145/96 do MAPA (BRASIL 1996), procedimento
importante para preservar a vida de prateleira do alimento.

A qualidade do ar das camaras frias onde os queijos sdo armazenados
até o seu transporte para os locais de comercializacdo é de suma importancia,
uma vez ser comum encontrar a presenca de microrganismos patogénicos e
deterioradores que, com certeza podem prejudicar a integridade fisica de
consumidores, bem como ocasionar prejuizos consideraveis para as industrias,

em virtude da diminui¢cdo da qualidade do produto.

Para Veiga (2003) o ozbénio pode ser utilizado na forma gasosa em
camaras frigorificas, silos e depdsitos de alimentos, com a finalidade de proteger e
conservar produtos acabados e matérias primas. A aplicagcédo direta de gas o0zbénio
em depdsitos mantém o ambiente limpo e esterilizado, mesmo quando ha altos
indices de calor e umidade, o que assegura maior tempo de armazenamento e

vida util aos alimentos.

Salvador et al. (2006) estocaram caqui sob 15°C por 30 dias a uma
concentracéo de 0,15 ppm de ozbénio e 90% de umidade relativa. Foi observado
que no armazenamento sob 0zénio os caquis nao apresentaram alteracao de cor,
pH e sélidos soluveis totais, além da sua firmeza ser mantida por mais tempo que

o limite comercial, aumentando sua vida de prateleira.

O ozbénio € um forte agente microbiano com alta reatividade e
decomposicdo espontdnea em produtos ndo tdxicos. Pode ser aplicado em
alimentos nas formas liquida e gasosa. O o0zdnio molecular ou seus produtos de
decomposicao inativam microrganismos rapidamente reagindo com elementos
vitais da célula, como enzimas intracelulares, acidos nucléicos e membranas
celulares. O o0z6nio € adequado para descontaminar produtos alimenticios,
equipamentos, ambientes, superficies que entram em contato com alimentos,
tratar agua e efluentes, etc (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001AB).
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Desta forma, objetivou-se neste experimento avaliar o efeito do gas
0z6nio sobre as populagdes de microrganismos aerdbios meséfilos e bolores e
leveduras na qualidade microbiolégica do ar e superficies no interior de camaras
frigorificas de armazenamento de queijo minas frescal em produgdo ou em

estoque como produto acabado.

5.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laticinio da Fazenda da Aerondutica de
Pirassununga, em duplicata, durante os meses de janeiro a maio e, agosto a
dezembro de 2008, comparando-se a qualidade microbiol6gica do ar e de partes
componentes de uma camara fria de area total de 27,6 m? com e sem tratamento

com ozénio, utilizada na estocagem de queijo minas frescal.

O equipamento utilizado para aplicacdo de ozbénio no ar ambiente foi
um ozonizador de ar da marca Interozone, modelo UEC 125% o qual fornece uma
concentragao final de 0z6nio de 0,03 mg.L™" de ar.

A qualidade do ar circulante da camara fria de painel de poliestireno, de
medidas de 4,0X3,0X2,3 metros, foi verificada pela determinacdo dos parametros
microbiolégicos de contagem de aerdbios mesoéfilos e bolores e leveduras, a partir
da exposicdo de placas de Petri estéreis e descartaveis de 65 cm?de area.

Utilizando-se a técnica de swab, com hastes flexiveis com pontas de
algodéo, estéreis e descartaveis, foram realizadas, também, as contagens de
aerdbios mesofilos das superficies da porta, paredes e estante da camara fria.

Para a contagem de aerdbios mesofilos 0 meio de cultura utilizado foi o
Agar Plate Count — PCA (DIFCO®) enquanto que, para bolores e leveduras, foi
utilizado o meio Agar Batata Acidificado — PDA (DIFCO®).

O método de coleta por sedimentagdo em placas consistiu na
exposicao a cada dois dias, durante 15 minutos por 60 dias na camara sem 0zdénio
e, durante 15 minutos por 60 dias com o equipamento de o0zbénio ligado,
perfazendo, deste modo, 120 dias de experimento, de oito placas de Petri,
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estrategicamente distribuidas, duas a duas, em quatro pontos da camara fria, a
uma altura de 1,5 m do chao, propiciando um contato direto do ar ambiente com a
superficie do agar contido nas placas. Em cada ponto foram colocadas,
diariamente, uma placa contendo agar PCA e outra contendo Agar PDA. Estes
pontos de amostragem foram pré-definidos a partir da observacdao da
movimentagado dos operadores do estabelecimento no interior da camara durante
suas rotinas de trabalho, que nao foram alteradas para a realizacdo do
experimento, sendo eles: ao lado da porta de entrada, no fundo, do lado direito e
do lado esquerdo da camara.

ApGs a coleta por sedimentacéo, as placas de contagem de aerdbios
mesodfilos foram incubadas em estufa a 35°C por 48 horas, enquanto que, as com
PDA, incubadas em estufa. BOD a temperatura de 25°C por 72 horas. Em
seguida, foram realizadas as contagens das coldnias, expressas em UFC.cm?.dia
(APHA, 1992).

Para determinacdo dos resultados finais foram realizados calculos,
considerando-se a contagem do niimero de colonias, a area de 65,0 cm? das
placas de Petri, o total de 1.440 minutos de um dia, e o tempo de 15 minutos de
exposicao de cada placa.

Total de UFC = (N° de colbnias/65) x 1440

15
As amostras de swab, realizadas em duplicata, foram colhidas com

auxilio de moldes metélicos estéreis determinantes da &area de 10 cm? de
esfregaco, realizados na superficie da face interna da porta, parede da direita,
parede da esquerda e fundo da camara, além de uma prateleira (estante) de
polietileno. As coletas foram realizadas a cada 2 dias durante 60 dias com a
camara sem o0zonio e a cada 2 dias durante 60 dias com o equipamento gerador
de ozénio ligado e proporcionando uma concentracdo de 0,03 mg.L'de ar e
perfazendo 120 dias de experimento. A determinacdo da contagem de aerdbios
mesofilos foi expressa em UFC.10 cm™.
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ApoGs a coleta dos swabs os mesmos foram colocados em tubos de
ensaio contendo 9 ml de solucdo tampéao e agitados vigorosamente a fim de
remover totalmente os residuos aderidos durante a coleta para dar sequéncia as
analises microbiologicas (APHA, 1992) em triplicata.

Nao foram alteradas nenhuma das condicdes do protocolo de limpeza
da camara frigorifica, evitando dessa forma o favorecimento da nova condigao de

ar ambiente

5.2.1 Analise Estatistica

Foi realizado para o experimento de exposicdao de placas de petri um
delineamento experimental casualizado com dois tratamentos (com a aplicagao de
0z6nio e sem a aplicacdo de 0zdnio), onde 3 placas de Petri foram expostas por
15 min em 4 pontos de avaliacado (prateleiras direita e esquerda, fundo e entrada)
na camara fria durante o periodo de 1 a 60 dias.

Os resultados foram analisados através do procedimento MIXED e
medidas repetidas no tempo do programa SAS (SAS, 2004). Para analise do efeito
de tratamento utilizou-se o Teste F e para andlise de efeito de tempo foi realizada
estudo dos dias através de regressao pelo comando CONTRAST, ao nivel de
significancia de 5%.

Tabela 5.1 — Analise de variancia para exposicao das placas de desenvolvimento
de microrganismos aerobios mesofilos e bolores e leveduras.

Causa de variacao Grau de liberdade

Ozbnio 1
Pontos de avaliacéao 3
ozbnio*pontos de avaliacao 3
residuo A 16
Sub-total 23
Tempo 59
tempo*ozénio 59
tempo*pontos de avaliagao 177
tempo*ozénio*pontos de avaliacdo 177
residuo B 944
Total 1439
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Para os swabs de superficie de paredes e estantes da camara foi
realizado um delineamento experimental casualizado com dois tratamentos (antes
da aplicagdo de oz6nio e depois), onde realizados 2 swabs em 5 pontos de
avaliagao (direita, esquerda, estante, fundo e porta) na camara fria durante o
periodo de 1 a 30 (60 dias, colhendo as analises a cada 2 dias).

Os resultados foram analisados através do procedimento MIXED e
medidas repetidas no tempo do programa SAS (SAS, 2004). Para analise do efeito
de tratamento utilizou-se o Teste F e para andlise de efeito local de realizagdo do
swab foram realizados testes de comparacdo de médias, através do comando
LSMEANS, utilizando-se o teste de Tukey — Kramer, ao nivel de significancia de
5%.

Tabela 5.2 — Andlise de variancia para swabs das paredes e estante da camara
frigorifica.

Causa de variacao Grau de liberdade

Ozbnio 1

Pontos de avaliacéao 4

ozo6nio*pontos de avaliagao 4

residuo A 10
Sub-total 19
Tempo 29
tempo*ozénio 29
tempo*pontos de avaliagéo 116
tempo*ozénio*pontos de avaliacdo 116
residuo B 309
Total 599

Modelo matematico para os resultados obtidos nas placas e nos swabs:
Yir = M+ Ti + P+ (TP)jj + yij + B + (TB)i + (PB)jct (TPB)ik + Eijer
onde

Yikr: € 0 r-ésimo valor observado para a variavel resposta no k-ésimo tempo para o

i-ésimo tratamento no j-ésimo ponto;
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M : constante comum a todas as observagdes,

T; : efeito do i-ésimo tratamento,

P; : efeito do j-ésimo ponto de avaliagéo,

(TP); : efeito da interacdo do i-ésimo tratamento e o j-ésimo ponto de avaliagcéo
yj : erro associado as parcelas ,

Bk : efeito do k-ésimo tempo,

(TB)« : efeito da interagdo do i-ésimo tratamento e k-ésimo tempo,

(PB): efeito da interacdo do j-ésimo ponto de avaliagdo e k-ésimo tempo,

(TPB)jx: efeito da interacdo do i-ésimo tratamento, j-ésimo ponto de avaliacdo e k-

ésimo tempo,

Eijkr - €rro associado a observagao yix.

5.3 Resultados e Discussao

Os resultados para as contagens de microrganismos aerdbios meséfilos
em todos os pontos de amostragem antes e ap6s a utilizacdo do gas ozbnio na
concentragdo de 0,03 mg.L”, esta demonstrado na figura 5.1 e as médias do
logaritmo (Log UFC/mL) das contagens do microrganismo demonstrado na tabela
5.2.
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Figura 5.1 — Representacao grafica das populacdes de microrganismos aerdbios
mesofilos com e sem aplicagdo do gas 0zénio em camara fria.

A contagem inicial (tempo de microrganismos aerdbios mesofilos na
entrada da camara, prateleira esquerda, prateleira direita e fundo da camara foi de
3,29X10% 5,02X10%; 3,24X10? e 3,15X10? UFC/cm?/dia, respectivamente, o que
gerou uma populagdo média para todos os pontos de 3,19X10? UFC/cm?/dia. A
contagem apoOs a aplicacdo do gas 0zbénio para 0 mesmo microrganismo e 0s
mesmos pontos foi de 5,12X10; 5,01 X10; 4,95 X10 e 4,87 X10 UFC/cm?/dia,
respectivamente, conforme pode ser verificado na figura 5.1, 0 que representa
uma meédia para todos os pontos amostrados, durante os 60 dias de experimento
de 4,97X10 UFC/cm?/dia.

A utilizacao de ozénio na camara fria, a partir do dia 60, proporcionou
uma diminuicdo estatisticamente significativa pelo Teste F (P<0,05) no logaritmo
da contagem de UFC de mesofilos (figura 5.1). A redugao para os microrganismos
aerdbios mesofilos, considerando os valores médios para todos os pontos e dias
amostrados, foi de 0,81 ciclos logaritmos (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padréo das contagens
de microrganismos aerébios mesofilos presentes na camara frigorifica de queijo
minas frescal com e sem a utilizacao de 0zénio na concentracao de 0,03 mg.L'1.

tratamento Log (contagem UFC+1) desvio padrao
com 0z6nio 1,67° + 0,166
sem o0zOnio 2,70° + 5,397

Médias seguidas por letras diferentes sédo estatisticamente diferentes entre si pelo
Teste F (P <0,05).

Ao se comparar os resultados aqui encontrados observamos
semelhancas com outros trabalhos que avaliaram a eficiéncia do o0zénio em
diferentes alimentos. Chiattone (2006) avaliou a acdo do gas oz6nio de 0,5 e 1,0
ppm na sanificacdo de carne bovina maturada e observou a reducao de bactérias
aerdbias mesodfilas em 0,81 e 0,95 ciclos logaritmicos, respectivamente. Entretanto
o autor relata que o tratamento tornou-se mais eficaz em combinagdo com o acido
ascérbico (0,2 e 0,5%), chegando a uma reducéo de 1,34 log UFC/g (1,0 ppm e
0,5% acido ascérbico)

Nao houve efeito para dia de avaliacédo, ponto de exposicao das placas
e nem para as interagcbes tratamento-ponto de exposicdo, tratamento-dia de
avaliacao, ponto de exposicao-dia de avaliagdo e tratamento-ponto de exposicao-
dia de avaliacdo (P>0,05) no logaritmo da contagem de aerdbios meséfilos. Ou
seja, ndo foram verificadas diferencas significativas ao se considerar os pontos
amostrados e o decorrer dos dias para a contagem de microrganismos aerdbios

mesofilos antes e apds a aplicacdo do sanitizante.

A figura 5.2 demonstra, graficamente, o comportamento das populagdes
de bolores e leveduras, nos diversos pontos amostrados, durante o periodo de 60
dias com a cdmara sem o tratamento e dos préximos 60 dias com o equipamento
de ozbnio em funcionamento emitindo, diariamente, a concentracdo de 0,003
mg.L" do gas, enquanto a tabela 5.3 apresenta os resultados da média do
logaritmo das contagens de bolores e leveduras em cémara frigorifica de
estocagem de queijo minas frescal.
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Figura 5.2 — Representacao grafica das populagdes de bolores e leveduras com e
sem aplicacdo do gas ozbénio em camara fria.

Os bolores e leveduras na entrada da camara, prateleira esquerda,
prateleira direita e fundo da cadmara apresentaram meédias de contagens, apds a
utilizacdo de ozo6nio na concentragdo de 0,03 mg.L”, durante os 60 dias de
amostragens de 1,18x10; 1,23x10; 1,22x10 e 1,17x10 UFC/cm?/dia,
respectivamente, estes resultados nao foram estatisticamente diferentes para
P<0,05.

Observa-se que houve uma diminuicdo média de todos os pontos
amostrados e durante os 60 dias de experimento de 1,24X10° para 1,20x10
UFC/cm?/dia, apresentando uma reducdo estatisticamente significativa pelo Teste
F (P<0,05). Assim, o sanitizante empregado proporcionou uma reducao meédia de
1,01 ciclos logaritmos.
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Tabela 5.4 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padréo das contagens
de bolores e leveduras presentes na camara frigorifica de queijo minas frescal
com e sem a utilizacao de 0z6nio na concentracéo de 0,03 mg.L'1.

Tratamento contagem UFC desvio padrao
com oz6nio 1,09% + 0,163
sem ozdnio 2,09° + 0,090

Médias seguidas por letras diferentes sado estatisticamente diferentes entre si pelo
Teste F (P <0,05).

Barth et al. (1995) verificaram o efeito da estocagem de amoras sob
ozbénio em relagdo ao conteudo de antocianinas e crescimento de bolores e
leveduras. As amoras foram colhidas e estocadas por 12 dias, a 2°C, nas
concentragdées 0,0; 0,1 e 0,3mgL™" de oz6nio. A estocagem em camara com
0zbnio suprimiu o crescimento fungico durante os 12 dias, enquanto na estocagem

sem o gas apenas 20% das frutas apresentaram decaimento.

N&o houve efeito para dia de avaliagdo, ponto de exposi¢éo das placas
e nem para as interacbes tratamento-ponto de exposicdo, tratamento-dia de
avaliagao, ponto de exposicao-dia de avaliacdo e tratamento-ponto de exposicao-
dia de avaliacdo (P>0,05) para o logaritmo da contagem de unidades formadoras
de col6nias de bolores e leveduras.

Porém, houve efeito da interacao tratamento-dia de avaliagdo (P<0,05),
conforme apresentado na figura 5.2. O estudo do dia de avaliagao foi realizado em
cada tratamento. Os dois tratamentos seguiram equacdes lineares significativas
(P<0,05), a média do logaritmo da contagem de UFC de bolores e leveduras foi
menor (P<0,05) do que quando a camara nao foi tratada, além disso, o tratamento
com 0z6nio provocou uma diminuigao linear do logaritmo da contagem de UFC de
bolores e leveduras com o decorrer do tempo, diferentemente do que ocorreu
quando a camara nao foi tratada.

A figura 5.3 e a tabela 5.5 apresentam as contagens de microrganismos
aerobios mesobfilos antes e apds a aplicagdo do sanitizante e os logaritmicos

médios de swab em cada um dos pontos amostrados, respectivamente.
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Figura 5.3 — Representacao grafica das populagdes de microrganismos aerdbios
mesofilos com e sem aplicagdo do gas ozénio em superficies de camara fria.

Tabela 5.5 — Médias (Log UFC/mL) e respectivos desvios padrao das contagens
de microrganismos aerdbios mesofilos presentes nas superficies e estante da
camara frigorifica de queijo minas frescal com e sem a utilizacdo de ozénio na
concentracdo de 0,03 mg.L™".

Local
direita esquerda estante fundo porta erro padrdo
Antes 1,18% 1,173 1,224 147" 117% 0,006
Depois 0,75%® 0,778 1,14%  0,73°® 0,90"® 0,013
erro padrdo 0,024 0,023 0,010 0,023 0,018A

Letras mindsculas iguais na mesma linha sao estatisticamente iguais pelo Tukey —
Kramer (P>0,05)

Letras maiusculas iguais na mesma coluna séo estatisticamente iguais pelo Teste
F (P>0,05)

Observou-se que o0s pontos de amostragem antes do tratamento
apresentaram contagens de 1,51x10; 1,48x10; 1,66x10, 1,48x10 e 1,48x10
UFC.cm®, respectivamente para a parede direita, parede esquerda, estante,
parede do fundo e porta. Estas contagens nao apresentam diferencas
estatisticamente significativas pelo Tukey — Kramer (P<0,05).

Endres et al. (2010) verificaram resultados semelhantes aos deste
estudo ao estudarem o ar ambiente de camaras frias de maturagdo de queijo
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ralado e observarem contagens de bolores e leveduras de 4,3X10° UFC.placa™,
quando da realizacdo de swabs e 9,1X10° UFC/100L ar, quando utilizaram um

coletor de ar para enumerar populagdes de bolores e leveduras.

Apés a aplicagdo do ozénio na concentracdo de 0,03mg.L", as
contagens de aerdbios meséfilos reduziram para 5,62X10°%; 5,88x10% 1,38x10";
5,37x10° e 7,94x10° UFC.cm™, respectivamente para os pontos amostrados. A
aplicacdo do sanitizante proporcionou redugdes estatisticamente significativas ao
teste de Tukey — Kramer (P<0,05), para as paredes da direita, esquerda, fundo e
porta de 0,43; 0,40; 0,44 e 0,27 ciclos logaritmos, respectivamente. Porém, a
estante apresentou uma reducado de 0,08 ciclos logaritmos, ndo sendo, desta

forma, considerada uma diferenca significativa pelo Tukey — Kramer (P<0,05).

Houve, ainda, efeito de interacdo entre o tratamento X ponto de
avaliacao (P<0,05), o estudo do efeito da aplicacdo do ozénio foi realizado em
cada ponto de avaliacdo e o efeito dos pontos de avaliacédo foi realizado antes e

depois da aplicacao de ozbnio.

ApGs o tratamento com 0z6nio a contagem de aerdbios meséfilos na
estante foi significativamente maior (P<0,05) dos que os outros pontos de
avaliagao, a contagem na porta foi semelhante na da prateleira esquerda (P>0,05)
e diferiu da prateleira direita e do fundo (P<0,05) enquanto que as contagens no

fundo e prateleiras direita e esquerda néo diferiram entre si (P>0,05).

5.4 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a utilizacao do
gas ozbnio na concentracdo de 0,03 mg.L"' em camaras frias de producdo e
armazenamento de queijo minas frescal possibilita uma melhor qualidade do ar de
circulacdo e das superficies de equipamentos e instalacées, em virtude de uma
reducdo média e constante de, respectivamente0,81 e 1,01 ciclos logaritmicos na
contagem de microrganismos aerdbios mesofilos e bolores e leveduras.
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